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As proteases são enzimas que participam de diversos processos biológicos, como 
a liberação de peptídeos biologicamente ativos, a coagulação sangüínea, a fibrinólise e 
a cascata do complemento, mas também de processos patológicos, como a doença de 
Alzheimer, artrite e edema. Dentre essas enzimas, a elastase é uma das mais 
destrutivas do corpo, e quando não controlada por seus inibidores endógenos, pode 
causar danos irreversíveis.  
No edema pulmonar, os inibidores endógenos de elastase são incapazes de 
regular sozinhos a ação da enzima. E como os vários inibidores exógenos utilizados no 
tratamento desta patologia têm apresentado diversos efeitos colaterais, é justificada a 
pesquisa de novos inibidores de elastase que não apresentem estes efeitos.  
Por serem essenciais à vida, os inibidores são encontrados em todos os 
organismos. Dentre as plantas, as leguminosas são as que apresentam grandes 
quantidades de inibidores em sementes, frutos e raízes.  
O nosso laboratório vem isolando e caracterizando diferentes enzimas e 
inibidores de Caesalpinia echinata (pau-brasil), uma leguminosa muito importante na 
história do Brasil, e os objetivos desse trabalho foram: caracterizar um inibidor de 
elastase de neutrófilo humano extraído das sementes dessa planta, clonar o gene que 
codifica este inibidor e expressar o inibidor recombinante.  
As sementes descascadas foram trituradas e homogeneizadas em uma solução 
salina. Após fracionamento por acetona, cromatografia de troca iônica, filtração em gel 
e cromatografia de fase reversa, obteve-se um inibidor do tipo Kunitz, de cadeia única, 
de aproximadamente 23 kDa, capaz de inibir elastase de neutrófilo humano (Ki=1,9 nM) 
e diminuir a pressão da artéria pulmonar e a formação de edema em um modelo 
experimental em coelho. 
O fragmento de cDNA de CeEI, de aproximadamente 700 pb, foi clonado a partir 
de RNAm de sementes imaturas de C. echinata. Nelas constatou-se a presença de 
mais de um gene codificante para inibidor de elastase; porém, ambas as proteínas 
recombinantes apresentaram seqüências e constantes de inibição para elastase de 
neutrófilo humano e quimotripsina semelhantes, sugerindo que possa existir mais de 
uma isoforma desse inibidor nesta planta. 
Nos últimos anos, técnicas em Biologia Molecular, como a clonagem de proteínas 
e as mutações dirigidas, proporcionaram uma vasta ampliação no conhecimento de 
inibidores de proteases. As ferramentas geradas nesse trabalho poderão ser utilizadas 
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na geração de novos inibidores mais específicos, por meio de mutações dirigidas no 
sítio reativo, para aplicações práticas não só na Medicina, mas também na Agricultura.  
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Foi o Capitão com alguns de nós um pedaço por este arvoredo até um ribeiro 
grande, e de muita água, que ao nosso parecer é o mesmo que vem ter à praia, em 
que nós tomamos água. Ali descansamos um pedaço, bebendo e folgando, ao longo 
dele, entre esse arvoredo que é tanto e tamanho e tão basto e de tanta qualidade de 
folhagem que não se pode calcular. Há lá muitas palmeiras, de que colhemos muitos 
e bons palmitos.  
Ao sairmos do batel, disse o Capitão que seria bom irmos em direitura à cruz 
que estava encostada a uma árvore, junto ao rio, a fim de ser colocada amanhã, 
sexta-feira, e que nos puséssemos todos de joelhos e a beijássemos para eles verem o 
acatamento que lhe tínhamos. E assim fizemos. E a esses dez ou doze que lá 
estavam, acenaram-lhes que fizessem o mesmo; e logo foram todos beijá-la.  
... 
Esta terra, Senhor, parece-me que, da ponta que mais contra o sul vimos, até 
à outra ponta que contra o norte vem, de que nós deste porto houvemos vista, será 
tamanha que haverá nela bem vinte ou vinte e cinco léguas de costa. Traz ao longo 
do mar em algumas partes grandes barreiras, umas vermelhas, e outras brancas; e a 
terra de cima toda chã e muito cheia de grandes arvoredos. De ponta a ponta é toda 
praia... muito chã e muito formosa. Pelo sertão nos pareceu, vista do mar, muito 
grande; porque a estender olhos, não podíamos ver senão terra e arvoredos -- terra 
que nos parecia muito extensa.  
 
 
Provavelmente, esta é a primeira descrição sobre o pau-brasil em “A Carta de Pero Vaz 
de Caminha”, em primeiro de maio de 1500. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1. INTRODUÇÃO 
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1.1 Proteases 
As proteases, que representam aproximadamente 2% do número total de 
proteínas em todos os tipos de organismos (Barrett et al., 2001), são enzimas que 
participam de diversos processos biológicos, como a liberação de peptídeos 
biologicamente ativos, a coagulação sangüínea (Jackson, Nemerson, 1980), a 
fibrinólise (Collen et al., 1986), a cascata do complemento (Perkins, Smith, 1993), a 
apoptose (Nunes et al., 2005), o processamento de proteínas após a sua síntese 
(Richter et al., 1998); sendo também identificadas como importantes fatores no 
desenvolvimento de inúmeras doenças humanas. 
Há pelo menos 500 genes humanos, dentre eles alguns homólogos, que 
codificam para proteases. Alguns programas de armazenamento de dados, como o 
MEROPS database (http://merops.sanger.ac.uk) e o BLAST database 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) são ricas fontes de informações sobre as 
proteases (Barrett et al., 2001; Rawlings et al., 2002). 
São três os critérios empregados para a classificação das proteases: o tipo da 
reação catalisada, a natureza química do sítio catalítico e a linha de evolução definida 
pela estrutura das enzimas (Rawlings et al., 2004).  
De acordo com a reação catalisada, as enzimas estão divididas em três grupos: 
as exopeptidases, que clivam um ou poucos resíduos de aminoácidos da extremidade 
N- ou C- terminal, as endopeptidases, que atuam em ligações internas de cadeias 
polipeptídicas, hidrolisando substratos peptídicos e proteicos e as ômega peptidases, 
dipeptidases específicas, que removem dois resíduos terminais das porções N- ou C- 
terminal. Em relação à nomenclatura, o termo “proteinases” refere-se apenas às 
endopeptidases, enquanto que “proteases” e “peptidases” incluem, além das 
endopeptidases, as exopeptidases (Barrett, 1997).  
Com base no mecanismo catalítico, as proteases estão divididas em famílias 
que recebem uma denominação relacionada à característica de seu sítio catalítico, 
sendo as principais: as serinoproteases, aspartilproteases, cisteinoproteases, 
metaloproteases, e proteases multifuncionais (Polgár, 2005). 
De acordo com a linha de evolução, as famílias das enzimas são subdivididas 
em clãs, termo usado para descrever um grupo de famílias de proteases que evoluíram 
de um único ancestral, mas que divergiram durante a evolução. A similaridade da 
estrutura tridimensional é uma evidência clara da relação entre clã e família, mas esta 
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relação pode ser revelada também por meio da disposição dos resíduos de 
aminoácidos da cadeia polipeptídica que faz parte da catálise, mesmo que essa 
seqüência tenha similaridade limitada (Barrett, 1997). 
A família das serinoproteases, assim denominada pela presença de um resíduo 
de serina no seu sítio ativo, constitui o maior grupo de proteases, sendo uma das mais 
amplamente estudadas, como evidenciado por apresentar o maior número de 
estruturas tridimensionais disponíveis de membros dessa família quando comparado 
com qualquer outro grupo de enzimas (Kraut, 1977; Bieth, 1986; Bode, Huber, 1986; 
Neurath, 1986; Powers, Bode et al., 1989). Exemplos clássicos dessa família de 
proteases são a tripsina, a quimotripsina, a elastase, a trombina, a plasmina e as 
calicreínas (Kraut, 1977). 
Dentre as serinoproteases, as mais abundantes são as do tipo tripsina. Elas são 
encontradas em organismos desde eucariotos até procariotos e vírus. Essas enzimas 
participam de importantes processos fisiológicos, incluindo digestão, como a tripsina, a 
quimotripsina e a elastase (Gray, Cooper, 1971), respostas imunes, como os fatores do 
complemento B, C e D (Sim, Tsiftsoglou, 2004), coagulação sangüínea, como os 
fatores VIIa, VIIIa, IXa, Xa, XIa e XIIa (Lammle, Griffin, 1985), fibrinólise, como a 
uroquinase, o ativador de plasminogênio tecidual, a plasmina e as calicreínas 
(Gurewich, 1988) e reprodução, como a acrosina (Sakai et al., 2004). 
Serinoproteases como a tripsina, quimotripsina e elastase são responsáveis pela 
digestão inicial de proteínas da maioria dos animais superiores (GarciaOlmedo Salcedo 
et al., 1987). In vivo, essas enzimas clivam cadeias de polipeptídeos longos em 
peptídeos menores, nos quais as exopeptidases poderão, então, agir, gerando 
aminoácidos, o produto final da degradação das proteínas (Lawrence, Koundal, 2002). 
Essas três serinoproteases digestivas são diferenciadas baseando-se em suas 
especificidades. A tripsina cliva especificamente a porção C-terminal de resíduos de 
cadeia lateral básica (Lys e Arg), a quimotripsina prefere clivar a porção C-terminal de 
resíduos de cadeias laterais grandes e hidrofóbicas (Phe, Tyr e Leu) e a elastase, a 
porção C-terminal de resíduos de cadeias laterais pequenas e neutras (Ala e Gly) 
(Ryan, 1990; Lawrence, Koundal, 2002). 
Na família de serinoproteases do tipo tripsina, a tríade catalítica (FIGURA I) é 
composta por resíduos conservados de serina (Ser-195), histidina (His-57) e ácido 
aspártico (Asp-102); que podem ocupar posições ligeiramente diferentes nas diversas 
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serinoproteases, mas que estão orientados de modo a participarem do mecanismo 
catalítico da enzima; num arranjo espacial comum a todas elas. (Bode et al., 1989; 
Polgár, 2005). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA I: Orientação da tríade catalítica da quimotripsina (Polgár, 2005). 
 
 
Inicialmente, o grupo OH da Ser-195 transfere seu hidrogênio para o nitrogênio 
do grupo imidazol da His-57. O íon imidazol formado é estabilizado pelo efeito de 
polarização do grupo carboxílico do Asp-102, devido a uma ponte de hidrogênio. 
O carbono da ligação peptídica sofre um ataque nucleofílico pelo oxigênio 
negativo da Ser-195, ao mesmo tempo em que um dos pares de elétrons da carbonila 
é transferido para o oxigênio. Com isso, o carbono da ligação peptídica passa a ter 
uma configuração tetraédrica. A carga negativa do oxigênio volta a formar a dupla 
ligação e, com o rompimento da ligação C-N, o próton da His-57 vai para o nitrogênio 
da ligação peptídica. Com o rompimento da ligação peptídica, forma-se a acil-enzima, e 
o grupo amino da nova porção N-terminal da cadeia peptídica. A acil-enzima é 
altamente susceptível ao ataque por água. O N do grupo imidazol da His-57 atrai um 
próton da água, favorecendo o ataque nucleofílico da hidroxila restante ao carbono do 
grupo acila da acil-enzima, formando um novo intermediário tetraédrico. Os elétrons da 
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carga negativa do oxigênio voltam a formar a dupla ligação (C=O) ao mesmo tempo em 
que ocorre a ruptura da ligação acila. O próton da His-17 é atraído pela carga negativa 
do oxigênio da Ser-195, restaurando a carboxila e a enzima intacta. Um esquema 
simplificado dos mecanismos de acetilação e desacetilação para o ataque de 
serinoproteases à ligação peptídica é mostrado na FIGURA II. 
 
 
 
 
FIGURA II: Esquema do mecanismo de ação das serinoproteases em 
ligações peptídicas. Na acilação, X representa o grupo NHR na hidrólise de 
peptídeos, e na desacetilação X representa o grupo OH (Polgár, 2005). 
 
 
Pelo fato do sítio ativo das serinoproteases ser muito nucleófilo, geralmente 
essas enzimas são inibidas por reagentes como diisopropilfluorofosfato (DFP), fluoreto 
de fenilmetilsulfonila (PMSF) e 3,4-dicloroisocoumarina (Harper et al., 1985).  
As enzimas podem ser controladas por diferentes mecanismos como nível de 
expressão gênica, síntese e ativação de zimogênios, depuração hepática e 
principalmente por meio de seus inibidores específicos, que representam pseudo-
substratos com diferentes graus de afinidade com o sítio ativo da enzima (Laskowski, 
Kato, 1980). Sabe-se que em algumas patologias, como edema, enfisema pulmonar e 
hemofilia, entre outras, há um descontrole da atividade das proteases em relação a 
seus inibidores endógenos (Laskowski, Kato, 1980; Hiemstra, 2002).  
acetilação
desacetilação
x       x 
x       x 
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1.2 Inibidores 
Há mais de cinqüenta anos, os cientistas vêm investigando os processos 
moleculares que envolvem enzimas proteolíticas, e um modelo para a elucidação dos 
mecanismos enzimáticos ou de interação proteína-proteína tem sido o estudo dos 
inibidores dessas enzimas (Karlin et al., 1994).  
Nos últimos anos, o estudo de interação entre enzimas e inibidores vem se 
aprimorando rapidamente, graças às técnicas de Biologia Molecular aliadas às 
ferramentas de Bioquímica (Taylor et al., 1993). Com a utilização de mutação dirigida, 
houve grandes avanços no estudo químico e conformacional de proteínas, o que 
permitiu obter peptídeos mais ou menos ativos e/ou específicos no caso de substratos 
para enzimas, sendo também utilizada para a localização de aminoácidos, dentro e fora 
do sítio ativo, importantes para a atividade da enzima (Murooka, Ikeda, 1989; Rao et 
al., 1989; Rokosz et al., 1994; Oyama et al., 1999; Turner et al., 2002). Desses estudos, 
foi possível obter inibidores mais específicos e potentes para determinadas enzimas 
(Nunes et al., 2003) e, até mesmo, inibidores hipotéticos (Shin et al., 2005). Além disso, 
a clonagem possibilita alguns estudos filogenéticos de inibidores, como a identificação 
e localização da divergência do ancestral comum em diferentes espécies animais e 
vegetais (Rheaume et al., 1994; Doyle, Luckow, 2003), bem como a fragmentação dos 
genes (Chen et al., 1990; Botes et al., 1991), sua composição em relação a introns e 
éxons e a identificação de famílias de multigenes (Borriello, Krauter, 1990). 
Assim como as proteases, seus inibidores são amplamente distribuídos em 
animais, plantas e microorganismos (Lawrence, Koundal, 2002), sendo classificados de 
acordo com o grupo de enzimas em que atuam. Dessa forma, existem os inibidores de 
serino, cisteíno, metalo, treonino e aspartilproteases e ainda os inibidores 
multifuncionais, ou seja, aqueles que são capazes de inibir diferentes classes de 
enzimas ao mesmo tempo (Richardson, 1977; Powers et al., 2002). Eles são 
subdivididos em famílias e agrupados de acordo com: a especificidade inibitória, a 
similaridade da estrutura primária, massa molecular e localização das pontes de 
dissulfeto em relação à posição do sítio reativo (Laskowski, Kato, 1980; Richardson, 
1991; Frokiaer et al., 1994). 
Em animais, os inibidores de serinoproteases mais conhecidos, até o momento, 
são: os da família Kunitz, as serpinas (do Inglês, serine proteinase inhibitor) e do tipo 
Kazal (Frokiaer et al., 1994). Em plantas, destacam-se os inibidores de serinoproteases 
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das famílias Kunitz, Bowman-Birk, Abóbora, Batata I e Batata II (Laskowski, Kato, 1980; 
Richardson, 1991). 
Os inibidores do tipo Batata I têm massa molecular de 8 a 9 kDa e podem ou 
não apresentar pontes dissulfeto (Richardson, 1991). Já os inibidores do tipo Batata II 
são maiores e apresentam quatro pontes dissulfeto (Laskowski, Kato, 1980), que 
podem ser responsáveis pela estabilidade apresentada por alguns membros dessa 
família (Antcheva et al., 1996).  
Os inibidores do tipo Abóbora possuem cerca de 30 resíduos de aminoácidos, 
sendo considerados os menores inibidores de serinoproteases. Apresentam alta 
similaridade de seqüência primária, porém com grandes diferenças inibitórias, 
possivelmente pela diferença nos resíduos de aminoácidos da região de contato com a 
enzima (Hayashi et al., 1994). Possuem três pontes dissulfeto (Bode et al., 1989; Hara 
et al., 1989), que podem estar relacionadas à alta rigidez de estrutura desses inibidores 
(Rolka et al., 1992; Wenzel, Tschescher, 1995). 
Os inibidores do tipo Bowman-Birk têm massa molecular entre 7 a 9 kDa, 
apresentam elevados conteúdos de resíduos de cisteína, chegando a formar até sete 
pontes dissulfeto e freqüentemente formam dímeros (Laskowski, Kato, 1980). 
Geralmente, apresentam domínios duplos capazes de formar complexos com 
estequiometria 1:1 com diferentes proteases em sítios reativos diferentes, localizados 
em uma região de sequências repetitivas ou de homologia interna (Laskowski, Kato, 
1980; Prakash et al., 1996). 
Os inibidores do tipo Kunitz são proteínas de 18 a 24 kDa de massa molecular, 
com 170 a 180 resíduos de aminoácidos, apresentando uma ou duas cadeias 
polipeptídicas e baixo conteúdo de resíduos de cisteína, usualmente de duas a quatro, 
que compõem uma ou duas pontes dissulfeto (Richardson, 1991; Mello et al., 2006); 
apresentam um sítio reativo cuja posição dos resíduos participantes freqüentemente é 
homóloga entre seus membros (Koide, Ikenaka; 1973; Odani et al., 1979; Richardson, 
1991). 
O primeiro inibidor de planta bem caracterizado foi o inibidor de tripsina de feijão 
de soja da família Kunitz; sua purificação e cristalização, bem como a do complexo com 
a tripsina é uma das realizações mais importantes da bioquímica dos inibidores 
(Laskowski, Kato, 1980). 
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Todos os membros das famílias de inibidores de serinoproteases de plantas são 
inibidores competitivos (Laskowski, Kato, 1980), cujos genes são geralmente pequenos 
e a região do DNA que codifica estes inibidores não apresenta íntrons (Boulter, 1993), 
sendo muitos desses inibidores produtos de famílias de multigenes (Ryan, 1990). 
Esses inibidores apresentam estruturas que obedecem a um padrão, onde a ligação do 
sítio reativo é envolvida por um “loop” responsável pela não dissociação das duas 
cadeias peptídicas, durante a conversão do inibidor não ligado para o inibidor ligado à 
enzima. Entretanto, algumas ligações fortes e não covalentes podem substituir as 
pontes dissulfeto. Em cada família, com algumas exceções, como na família Batata II, a 
posição de todas as pontes dissulfeto entre as cadeias polipeptídicas são 
completamente conservadas. Alguns inibidores e outras proteínas similares possuem 
ainda pontes de dissulfetos intercadeias, como a testudina e a β1 bungarotoxina 
(Laskowski, Kato, 1980).  
A inibição das serinoproteases ocorre, geralmente, através do estabelecimento 
de uma ligação muito forte e altamente específica entre o inibidor e a enzima, e que 
está restrita a uma pequena porção da molécula do inibidor, denominada de sítio 
reativo. Essa é a principal região da molécula responsável por sua especificidade 
inibitória (Creighton, Darby, 1989). Estudos mais abrangentes vêm esclarecendo o 
mecanismo de ação pelo qual age a maior parte das famílias de inibidores de 
serinoproteases e, provavelmente também, as famílias de inibidores das cisteíno e 
aspartilproteases (Laskowski, Kato, 1980; Huber, Carrell, 1989).  
O mecanismo clássico de ação desses inibidores pode ser explicado pela 
ligação do inibidor ao sítio ativo da enzima, formando um complexo, cuja constante de 
dissociação é muito baixa (10-7 a 10-14 M, em valores neutros de pH), bloqueando 
assim, efetivamente, o sítio ativo (Lawrence, Koundal, 2002). Uma alça de ligação no 
inibidor, freqüentemente rígida, devido à presença de pontes dissulfeto, é projetada 
para a superfície da molécula, expondo a ligação peptídica (sítio reativo), que pode ser 
clivado pela enzima (Terra et al., 1996; Walker et al., 1998). Essa ligação peptídica 
pode ser clivada no complexo enzima-inibidor, mas essa possível quebra não afeta a 
interação. Além disso, o inibidor mimetiza um substrato natural da enzima, como um 
pseudo-substrato, mas não permite que o mecanismo de clivagem normal de ligação 
peptídica aconteça por completo, como, por exemplo, a dissociação do produto (Walker 
et al., 1998; Lawrence, Koundal, 2002).  
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O mecanismo de ação desses inibidores de proteases tem sido intensamente 
investigado (McPhalen, James, 1987; Greenblatt et al., 1989). O conhecimento do 
mecanismo de ação de proteases e sua regulação in vitro e in vivo em animais, 
plantas, microorganismos e mais recentemente em vírus contribuem para o 
entendimento das funções das proteases em patologias humanas, como hemorragia, 
inflamação, câncer entre outras (DeClerck, Imren, 1994; Hayashi et al., 1994; Kennedy, 
1998; Gozzo et al., 2002), podendo servir para futuras aplicações práticas dos 
inibidores não só na Medicina, mas também na Agricultura (Lawrence, Koundal, 2002; 
Mello et al., 2006). 
Em contraste com as serinoproteases dos animais, nos quais o principal papel 
dos inibidores é bloquear a atividade de proteases endógenas em tecidos onde essa 
atividade poderia ser danosa, como no caso de inibidores de tripsina pancreática 
encontrados em mamíferos (Lawrence, Koundal, 2002), as serinoproteases de plantas, 
possivelmente, não são usadas em processos envolvendo digestão de proteínas 
(Lawrence, Koundal, 2002). Talvez, o principal papel dos inibidores de serinoproteases 
em plantas seja o de defesa contra predadores (Heath et al., 1997; Jongsma, Boulter, 
1997; Shewry, Lucas, 1997; Schuler et al., 1998; Valueva, Mosolov, 1999; Lawrence, 
Koundal, 2002); ou ainda, acredita-se que os inibidores de plantas representem uma 
forma de armazenamento e mobilização de proteínas (Mosolov, 1995; Valueva, 
Mosolov, 1999).  
O efeito dos inibidores de proteases tem sido intensamente verificado em 
diversos tipos de modelos de algumas doenças e processos fisiológicos de vegetais e 
animais. Como os inibidores têm sido úteis para a compreensão dos mecanismos 
envolvidos no desenvolvimento de processos fisiológicos e patológicos, poderiam servir 
como ferramenta diagnóstica ou medicamentosa.  
Em plantas, Planchais et al. (2000) utilizaram inibidores de proteases para 
impedir o processo da mitose de tabaco e assim, estudar o comportamento do seu ciclo 
celular.  
Em animais, os inibidores de proteases são usados em modelos de epilepsia 
(Gatti et al., 2000), doenças coronarianas (Kim et al., 1998; Borer, 2004; Verheugt, 
2005), processos inflamatórios (Gozzo et al., 2002; Neuhof et al., 2003; Lopes-Ferreia 
et al., 2004; Malavazi-Piza et al., 2004), na resposta imune (Andreotti et al., 2002) entre 
outros. 
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Modelos de patologias relacionadas à cascata da coagulação têm sido 
estudados (Butenas et al., 2000). Na Medicina, inibidores de enzima da coagulação já 
são usados como medicamentos para o tratamento de algumas doenças relacionadas 
a distúrbios na cascata da coagulação (Golino et al., 2004; Turecek et al., 2004). 
Entretanto, ainda é intensa a busca por novos e potentes inibidores. Além de testes in 
vitro (Cruz-Silva et al., 2004), vários testes in vivo (Nesheim, 2003; Price et al., 2004; 
Kurata, Horii, 2004) têm sido feitos com o intuito de melhorar os medicamentos já 
utilizados e abrange inúmeras doenças relacionadas à coagulação a serem tratadas 
com inibidores.  
De um modo geral, essas proteínas são mais abundantes em sementes de 
leguminosas, tubérculos, cereais, entre outros (Richardson, 1991; Lawrence, Koundal, 
2002). A maior parte dos estudos feitos com inibidores de proteases no reino vegetal é 
originária das três principais famílias Leguminosae, Solanaceae e Gramineae 
(Richardson, 1991; Mello et al., 2006). 
 
1.3 Leguminosas 
Da ordem da Fabales, a família Leguminosae, também conhecida por Fabaceae 
de acordo com o art. 18.6 da International Code of Botanical Nomenclature (ICBN), é 
uma das três maiores famílias de plantas e possui 650 gêneros e mais de 18000 
espécies. É a família com maior importância econômica, pois nela se encontram 
plantas ornamentais, medicinais, as que fornecem importantes substâncias como 
pigmentos, resinas, cola entre outros e, principalmente, as de valor nutricional para o 
homem e outros animais, como grãos e cereais (Heywood, 1971; Doyle, Luckow, 
2003). Sendo vista como uma ampla família e muito distinta, é tradicionalmente dividida 
em três subfamílias de tamanhos e aspectos morfológicos diferentes: Caesalpinoideae, 
Mimosoideae e Papilionoideae (Doyle, Luckow, 2003). 
A Papilionoideae é a maior subfamília com 476 gêneros e mais ou menos 14000 
espécies (Lewis et al., 2003), dentre as quais há uma quantidade enorme de grãos. A 
Mimosoideae possui 77 gêneros e por volta de 3000 espécies e inclui vários grupos 
como o das acácias. A Caesalpinoideae é a representante da maior diversidade de 
árvores tropicais, possuindo 162 gêneros e aproximadamente 3000 espécies (Doyle; 
Luckow, 2003). São plantas subarbustivas, arbustivas, arbóreas ou trepadeiras das 
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matas, raramente ervas, suas folhas são compostas e, em geral, pinadas e ocorrem 
principalmente em climas tropicais e subtropicais. 
 
1.4 Pau-brasil 
 
 
 
FIGURA III: Caesalpinia echinata (pau-brasil) 
 
 
Caesalpinia echinata, também conhecida como pau-brasil, ibirapitanga, pau-
rosado, pau-de-Pernambuco ou ibirapitã, da subfamília Caesalpinoideae é uma árvore 
tropical classificada oficialmente pelo IBAMA como ameaçada de extinção.  
É caracterizada pela cor castanho-avermelhada-escura de seu tronco e ocorre 
em quase todas as matas do país como na Mata Atlântica, que se estende desde o sul 
da Bahia até o sul de Santa Catarina, aparecendo também nas matas de planalto do 
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interior, capoeiras velhas e cerrados (Cardoso et al., 1998). Durante muitos anos a 
C.echinata foi devastada devido à extração de pigmentos de seu tronco para tintura de 
tecidos, confecção de móveis e de objetos para decoração e para construção de 
cidades. Hoje a importância econômica do pau-brasil se resume à produção de arcos 
de violino (Cardoso et al., 1998). Apesar de originar o nome do nosso país e ter sido 
sua primeira importância econômica, pouco se conhece sobre a bioquímica e fisiologia 
dessa importante árvore.  
 
1.5 Elastase 
Elastases compreendem um grupo de proteases que são capazes de clivar uma 
importante proteína do tecido conectivo, a elastina (Werb et al., 1982; Bieth, 1986). 
Dentre elas encontram-se a elastase de neutrófilo humano (EN) e elastase pancreática 
(EP) que são as duas mais importantes (Bode et al., 1989).  
Apesar da EP e EN clivarem elastina, que é amplamente distribuída em tecidos 
dos vertebrados como pulmões, artérias, pele e ligamentos, ela não é o único nem o 
mais importante substrato fisiológico (Bode et al., 1989); ambas as enzimas são 
capazes de clivar outros substratos onde o resíduo P1 (Schechter; Berger, 1967) seja 
um aminoácido com uma cadeia lateral pequena (Bieth, 1986; Bode et al., 1989). 
A elastase pancreática é armazenada como um zimogênio inativo no pâncreas e 
secretada nos intestinos, onde se torna ativa pela ação da tripsina, participando então 
do processo digestório. Entretanto, quando zimogênios de elastase pancreática são 
previamente ativados e liberados na circulação, ocorre a doença conhecida como 
pancreatite, que freqüentemente é fatal (Bode et al., 1989).  
A elastase de neutrófilo, por sua vez, é encontrada em grânulos densos de 
leucócitos polimorfonucleares (PMNs) e é essencial para a fagocitose e defesa contra 
infecção por microorganismos (Ohlsson, Olsson, 1974; Bieth, 1984). Ela é uma 
glicoproteína, possuindo muitas isoformas diferentes entre si pelas glicosilações, com 
uma única cadeia peptídica de 218 resíduos de aminoácidos, com 33 kDa de massa 
molecular e 4 pontes dissulfeto (Ohlsson, Olsson, 1974; Bieth, 1984; Bode et al., 1989); 
sua seqüência primária de aminoácidos foi estabelecida por combinação de seqüências 
de peptídeos (Sinha et al., 1987) e por métodos cristalográficos (Bode et al., 1986).  
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Análises de seqüência do cDNA de EN e de EP confirmaram e existência de 
uma seqüência de extensão adicional na porção carboxi-terminal de 20 e 16 
aminoácidos respectivamente (Shirasu et al., 1987; Farley et al., 1988; Takahashi et al., 
1988). Essa extensão provavelmente é removida após a tradução e armazenamento 
nos grânulos lisossomais (Bode et al., 1989). 
A EN é conhecida como uma das enzimas mais destrutivas do organismo, pois 
cliva proteínas do tecido conectivo para a migração de neutrófilos, fatores da cascata 
da coagulação e do complemento, além de muitas proteases e seus inibidores 
(Havemann, Gramse, 1984; Okada et al., 1988), levando à sua ativação ou perda de 
função. Essa enzima ainda participa na degradação de componentes da matriz de 
membrana extracelular (fibronectinas, lamininas, colágenos e proteoglicanos), tem um 
importante papel na regulação do processo inflamatório, já que ativa linfócitos e 
plaquetas, e induz a secreção de citocinas entre outras funções (Travis, Salvesen, 
1983; Bode et al., 1989; Vaday, Líder, 2000; Bank, Ansorge, 2001). Além disso, a 
elastase é considerada um poderoso defensor contra bactérias invasoras que não 
possuam elastina (Travis, Salvesen, 1983; Bode et al., 1989). 
Nos neutrófilos, a concentração de elastase excede a 5 mM (Liau, Campbell, 
1995). Sob condições fisiológicas normais, essa alta concentração é rigorosamente 
controlada pela distribuição de compartimentos nos grânulos acidófilos (Bieth, 1986).  
Após a estimulação, a elastase é rapidamente liberada dos neutrófilos para o 
meio extracelular, mas parte dela permanece ligada à membrana plasmática do 
neutrófilo (Owen et al., 1995), sendo regulada por múltiplos inibidores endógenos. 
Qualquer molécula de elastase que alcance a circulação é rapidamente complexada 
com seus inibidores naturais α-1 antitripsina e α-2 macroglobulina. Os complexos são 
retirados do plasma pelo fígado e/ou macrófagos e são degradados (Bode et al., 1989). 
A EN é capaz de escapar da regulação de vários inibidores de proteases nos 
sítios inflamatórios ou por um desequilíbrio resultante da deficiência ou falta de 
efetividade da α-1 antitripsina ou por níveis elevados anormais de elastase (Bode et al., 
1989; Kawabata et al., 2002). Uma vez não regulada, severos estragos permanentes 
podem ocorrer no tecido, como indução da liberação de citocinas pró-inflamatórias e a 
alteração da permeabilidade dos vasos sangüíneos.  
A EN está relacionada com enfisema pulmonar, síndrome da insuficiência 
respiratória aguda (SARA), choque do pulmão, glomerulonefrite, artrite reumatóide, e 
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outras doenças inflamatórias (Bode et al., 1989). Entretanto, alguns experimentos 
realizados em modelos animais demonstraram que o controle da atividade catalítica, 
por meio de inibidores exógenos, é capaz de reduzir os sintomas do edema de pulmão 
(Kawabata et al., 2002).  
 
1.6 Edema pulmonar 
O edema pulmonar é uma doença com grande morbidade e mortalidade, 
resistente à maioria das terapias. O edema é associado a uma grande infiltração de 
neutrófilos no pulmão (Wiener-Kronish et al.,1990). 
As proteases liberadas de neutrófilos são moléculas que têm uma enorme 
importância em patologias que comprometem o pulmão (Janoff, 1985), dentre elas, a 
elastase de neutrófilos. No local da inflamação, a elastase parece permanecer ativa 
devido a um desequilíbrio entre sua elevada quantidade e a quantidade normal de 
inibidores endógenos de proteases (Weiss, 1989; Morrison et al., 1990; Kawabata et 
al., 2000).  
No pulmão, a atividade não controlada da elastase leva a várias mudanças que 
estão ligadas indiretamente à patologia desse órgão. 
O provável papel da elastase durante o edema é o de aumentar a condutividade 
hídrica, por mecanismos ainda não totalmente esclarecidos (Peterson et al., 1995; 
Raats et al., 2000); entretanto, acredita-se que neutrófilos e seus mediadores 
danifiquem o endotélio, permitindo o extravasamento de líquido, que provocaria o 
edema (Cotran et al., 1999). 
Sabe-se que o extravasamento vascular de PMNs ativados em modelos animais 
pode ser significativamente reduzido por inibidores de elastase de neutrófilos (Neuhof 
et al., 1989 e 2003; Nishina et al., 1997; Kishima et al., 1998; Yamazaki et al., 1999; 
Haglo et al., 2001). Esses resultados sugerem que o tratamento do edema com 
inibidores de elastase poderia diminuir a severidade da patologia, tornando esses 
inibidores um alvo terapêutico para o tratamento da doença (Groeneveld, 2002; Neuhof 
et al., 2003). Entretanto, a aplicação clínica desses inibidores em pacientes com SARA 
ainda não é viável, devido a efeitos colaterais graves ou à baixa eficiência dos 
inibidores disponíveis no mercado, tornando justificada a busca por novos inibidores. 
  Introdução 
  14 
No Departamento de Bioquímica da UNIFESP/EPM têm sido purificados e 
caracterizados muitos inibidores de serinoproteases de origem vegetal (Sampaio et al., 
1992; Batista et al., 1996; Oliva et al., 2000; Oliveira et al., 2002). Das sementes de 
Caesalpinia echinata (pau-brasil), purificamos um inibidor de fator XIIa, fator Xa, 
calicreína plasmática humana (huPK) e plasmina - CeKI (Cruz-Silva et al., 2004). O 
nosso interesse agora foi purificar um inibidor de elastase – CeEI - a partir de sementes 
de pau-brasil (Cruz-Silva et al., 2005), testar a ação desse inibidor na formação do 
edema pulmonar, clonar, expressar e obtê-lo em quantidades suficientes para futuros 
testes em edema pulmonar, já que testes iniciais em modelo de edema em pulmão 
isolado com a aplicação do inibidor nativo demonstraram resultados promissores.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. OBJETIVOS 
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Os objetivos desse trabalho foram: 
 
1) Purificar e caracterizar bioquímica e biologicamente um inibidor de elastase 
(CeEI) extraído de sementes de Caesalpinia echinata (pau-brasil); 
 
2) Avaliar o efeito do CeEI nativo em um modelo de edema pulmonar isolado de 
coelho; 
 
3) Clonar os fragmentos de cDNA de dois CeEIs; 
 
4) Expressar os CeEIs recombinantes; 
 
5) Purificar e caracterizar bioquímica e biologicamente os CeEIs recombinantes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. MATERIAL 
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Sementes: As sementes de Caesalpinia echinata Lam. foram coletadas dos frutos 
colhidos diretamente das árvores do Instituto de Botânica de São Paulo, no mês de 
novembro de 2004. 
 
Colunas: Hi-Trap Q-FF, Ni-Sepharose, pD-10, Resource Q e Superdex-200 foram 
comercialmente adquiridas da G.E. HealthCare (Piscataway, NJ, USA), C-18 Gemini da 
Phenomenex (Torrance, CA, USA), e QIAshredder, QIAGEN tip-100 e RNeasy spin da 
QIAGEN (Hilden, Alemanha). 
 
Substratos cromogênicos: H-D-Pro-Phe-Arg-pNan, Suc-Ala-Ala-Ala-pNan e pyroGlu-
Pro-Val-pNan foram obtidos da Chromogenix (Milão, Itália), Boc-Gly-Gly-Leu-pNan e 
MeO-Suc-Ala-Ala-Pro-Val-pNan da Calbiochem (San Diego, CA, USA) e Suc-Phe-pNan 
da Bachem Biochemical GmbH (Heidelberg, Alemanha). 
 
Enzimas: Elastase pancreática porcina e elastase de neutrófilo humano foram 
adquiridas da Calbiochem, quimotripsina e tripsina pancreáticas bovinas da G.E. 
HealthCare; Taq polimerase, NdeI e BamH1 da Invitrogen (Carlsbad, CA, USA), e 
transcriptase reversa e T4 DNA ligase da Promega (Madison, WI, USA). 
 
Inibidores: diclofenaco de sódio (Voltaren®) foi adquirido da Geigy (Wehr, Alemanha), 
maleato de dimetindena (Fenistil®) da Zyma GmbH (Munique, Alemanha), WEB2086 da 
Boehringer Ingelheim (Ingelheim, Alemanha) e cimetidina (Tagamet®) da SmithKline 
Beecham Pharma GmbH (Munique, Alemanha). 
 
Padrões para eletroforeses: padrão de pares de bases “DNA marker ladder 100 pb” 
foi adquirido da G.E. HealthCare e padrão de massa molecular “Broad Range Markers: 
sc-2361” da Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, USA).  
 
Antibióticos: ampicilina, canamicina, tetraciclina e cloranfenicol foram obtidos da 
Sigma-Aldrich Chemical (St. Louis, MO, USA). 
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Kits: “RNeasy Plant Mini kit”, “QIAEX II gel extraction” e “QIAGEN® Plasmid Midi kit” 
foram obtidos da QIAGEN, “ImProm-IITM Reverse Transcriptase” e “pGEM®-T Easy 
Vector System I” da Promega e “DYEnamicTM ET” da G.E. HealthCare. 
 
Outros reagentes: xilocaína e pentobarbital (Narcoren®) foram adquiridos da 
AstraZeneca GmbH (Wedel, Alemanha), HAES-steril 10% [poli(O-2-hidroxietil)amido 
10% em solução isotônica de NaCl da Fresenius Kabi Deutschland GmbH (Bad 
Homburg, Alemanha), heparina da Pharmazeutischer (Blaubeuren, Alemanha), 
PolymorphprepTM da Axis Shield (Oslo, Noruega), zymosan A de Saccharomyces 
cerevisiae e bis-acrilamida da Sigma-Aldrich Chemical, acrilamida da Bio-Rad 
Laboratories (Hercules, CA, USA), solução de Turk da Merck & CO., Inc. (Whitehouse 
Station, NJ, USA), etanolamina e TEMED da GibcoBRL (Gaithersburg, MD, USA) e 
IPTG da Fermentas (Burlington, Ontário, Canadá). 
Os demais reagentes usados, nas diferentes etapas do trabalho, foram os da 
melhor procedência possível. 
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Plasmídeo: pGEM®-T easy da Promega. 
A seqüência do plasmídeo é apresentada abaixo. 
 
 
 
 
 
Início da transcrição do T7
Início da transcrição do SP6
Inserto 
clonado( )
REGIÃO DE CLONAGEM DO pGEM®-T easy
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Plasmídeo: pET-14b foi obtido da Novagen. 
O vetor pET-14b possui uma seqüência N-terminal de histidina “His•Tag®” 
seguida de um sítio de clivagem de trombina e três sítios de clonagem. A seqüência do 
plasmídeo é apresentada abaixo. 
 
 
 
 
 
T7 “terminator primer”
T7 “promoter primer”
trombina
REGIÃO DE CLONAGEM E EXPRESSÃO DO pET 14-b
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Oligonucleotídeos:  
 
 
ODN-CeEI (oligonucleotídeo degenerado do gene de CeEI) 
5’                  3’ 
     TTY GTN GTN GAY ACN GAR GRN AAY YTN HTN CAR AAY GGN GG 
 
 
 
Abridged Universal Amplification Primer (AUAP) 
5’       3’ 
    GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC 
 
 
 
CL4FW (clone 4 “forward”) 
5’                   3’ 
    GGA ATT CCA TAT GTT TGT TGT CGA CAC TGA GGG GAA CCT GAT G 
 
 
 
CL4RV (clone 4 “reverse”) 
5’            3’ 
    GCG GGA TCC TAT ATA GCA CCT CGA AGT TTA ATA TTA GCA G 
 
 
 
CL5FW (clone 5 “forward”) 
5’                   3’ 
    GGA ATT CCA TAT GTT TGT TGT TGA CAC AGA AGA AAA CCT GAT G 
 
 
 
CL5RV (clone 5 “reverse”) 
5’              3’ 
    GCG GGA TCC TTA TAT AGC ACC TCG AAG TTT AAT ATT AGT AG 
 
 
 
T7 “promoter primer” 
5’           3’ 
   TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG   
 
 
 
T7 “terminator primer“ 
5’        3’ 
  GCT AGT TAT TGC TCA GCG G   
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Cepas de bactérias:  
 
Cepa DH5α de E. coli  
Características relevantes: Φ80 dlacZ∆M15, ∆ (lacZYA-argF )U169, deoR, recA1, 
endA1, hsdR17 (rk-, mk+), supE44λ, thi-1, gyrA96, relA1. 
 
Cepa Rosetta Gami de E. coli  
Características relevantes: ∆ ara–leu7697, ∆ lacX74, ∆ phoAPvuII, phoR, araD139, 
ahpC, galé, galK, rpsL, F'[lac+(lacIq)pro] gor522 ::Tn10 (TcR), trxB::kan pRARE6 
(CmR). 
 
 
Composição de alguns meios para cultura de bactérias 
 
Todos os meios de cultura foram preparados segundo Sambrook et al., 1989. 
 
Luria-Bertani (LB) líquido: 5 g de Bacto–extrato de levedura, 10 g de bacto–triptona e 
10 g de NaCl, num volume final de 1 L. 
 
SOC: 5 g de Bacto–extrato de levedura, 20 g de Bacto–triptona, 0,58 g de NaCl, 0,19 g 
de KCl, 2,0 g de MgCl2, 1,8 g de MgSO4 e 3,6 g de glicose, num volume final de 1 L. 
 
TOP AGAR: 5 g de Bacto–extrato de levedura, 10 g de triptona, 7,5 g de ágar, num 
volume final de 1 L. 
 
TAE 50x concentrado: 57,2 mL de ácido acético glacial, tampão Tris 2 M e EDTA 0,1 
M, num volume final de 1 L. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4. MÉTODOS 
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4.1 Purificação do CeEI 
A purificação do CeEI foi feita de acordo com Cruz-Silva et al., 2005.  
 
4.1.1 Extração salina 
Sementes de Caesalpinia echinata (20,2 g) foram trituradas sem as cascas e 
homogeneizadas em NaCl 0,9% na proporção de 1:40 (g/v). O material resultante foi 
centrifugado em 4000xg por 20 minutos a 4ºC e o sobrenadante obtido foi aquecido por 
15 minutos a 60°C e resfriado em seguida. 
 
4.1.2 Fracionamento por acetona 
Após a extração salina, realizou-se a precipitação de proteínas por acetona. 
Acetona gelada foi adicionada lentamente ao extrato salino, até a concentração final de 
80%, sob leve agitação, a 4°C. Em seguida, o material foi deixado em repouso por 30 
minutos para decantação inicial. O material restante (precipitado e solução) foi 
centrifugado a 4000xg, por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o 
precipitado, seco à temperatura ambiente, foi dissolvido em tampão Tris 50 mM, pH 
8,0. 
 
4.1.3 Cromatografia de troca iônica em sistema de FPLC 
A solução aquosa do precipitado cetônico foi filtrada em membrana de 0,45 µm e 
submetida a uma cromatografia de troca iônica em coluna Resource Q (6 mL), em 
sistema de FPLC (GE – Healthcare, Piscataway, NJ, USA), equilibrada em tampão 
acetato de amônio 20 mM, pH 8,5, NaCl 30 mM; a eluição das proteínas foi feita por 
gradiente de 0 a 100% de NaCl 0,50 M no mesmo tampão. As frações foram testadas 
quanto à sua atividade inibitória sobre elastase. As frações com as maiores atividades 
inibitórias foram agrupadas em “pool” e separadas para a próxima etapa. 
 
4.1.4 Filtração em gel 
A solução contendo o inibidor foi submetida a uma filtração em gel em coluna 
Superdex-G200 acoplada a um cromatógrafo Äkta (GE – Healthcare, Piscataway, NJ, 
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USA), equilibrada em tampão fosfato 0,1 M, pH 7,0, NaCl 0,15 M; a eluição das 
proteínas foi feita no mesmo tampão. As frações foram testadas quanto à sua atividade 
inibitória sobre elastase. As frações com as maiores atividades inibitórias foram 
agrupadas em “pool” e separadas para a próxima etapa. 
 
4.1.5 Cromatografia de fase reversa em sistema de HPLC 
As frações recolhidas da filtração em gel, com maior atividade inibitória sobre 
elastase, foram liofilizadas, dissolvidas em TFA 0,1%, filtradas em membrana de 0,45 
µm e submetidas à cromatografia em coluna de fase reversa (C-18 Gemini), em 
sistema de HPLC (Shimadzu, Japão), equilibrada em TFA 0,1%. A eluição das 
proteínas foi feita por gradiente de 0 a 95% de ACN em TFA 0,1%. Os picos eluídos 
foram testados quanto à atividade inibitória sobre elastase de neutrófilo humano. O 
material com atividade inibitória foi denominado CeEI (do Inglês, Ceasalpinia echinata 
elastase inhibitor). 
 
4.2 Caracterização do CeEI 
4.2.1 Determinação das constantes inibitórias (Ki) do inibidor 
Soluções do inibidor, em volumes variáveis, foram pré-incubadas com elastase 
pancreática porcina (85 nM) ou elastase de neutrófilo humano (EN), em tampão Tris 50 
mM, pH 8,0, por 10 minutos a 37oC. Após esse período, Suc-Ala-Ala-Ala-pNan (0,5 
mM) ou pyro-Glu-Pro-Val-pNan (0,2 mM) foram, respectivamente, adicionados e a 
incubação seguiu por mais 30 minutos; as hidrólises dos substratos foram 
acompanhadas pela leitura em 405 nm em um leitor de placas SpectraCountTM Packard 
(Meriden, CT, USA). A inibição das elastases por CeEI foi medida pela atividade 
residual das enzimas e expressa em relação à hidrólise promovida na ausência do 
inibidor. A constante inibitória (Ki) foi calculada, assumindo-se um mecanismo do tipo 
“slow tight-binding” e a formação de um complexo (EI), na proporção de 1:1 entre 
enzima e inibidor, segundo o modelo de Morrison (1982).  
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4.2.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 
O procedimento baseou-se no método descrito por Laemmli (1970) e foi usado 
um aparelho da Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA).  
O gel de corrida foi preparado na concentração de 12%, utilizando-se as 
seguintes soluções: 2,0 mL de acrilamida 30% e bis-acrilamida 0,8%, SDS 0,1%, 2,5 µl 
de TEMED, persulfato de amônio 2,5 mM, 1,25 mL de tampão Tris 1 M pH 8,8 e 1,7 mL 
de água. O gel superior foi preparado na concentração de 5%, utilizando-se 560 µl de 
acrilamida 30% e bis-acrilamida 0,8%, SDS 0,1%, 2,5 µl de TEMED, persulfato de 
amônio 3,0 mM, 420 µl de tampão Tris 1 M pH 7,0 e 2,28 mL de água. 
As amostras foram dissolvidas em tampão Tris 5 mM pH 7,0, SDS 2%, glicerina 
20%, uréia 20% e azul de bromofenol 0,012% e diluídas quatro vezes no momento de 
sua utilização.  
Foram adicionados 2 µL de β-mercaptoetanol nas amostras reduzidas. Todas as 
amostras foram aquecidas em banho-de-areia por 10 minutos a 100oC. A quantidade 
de amostra analisada foi de 20 µg de proteína em um volume máximo de 25 µL.  
O padrão de proteínas utilizado foi o “Broad Range Markers”, composto por: 
fosforilase B (97 kDa), albumina bovina (66 kDa), albumina de ovo (44 kDa), anidrase 
carbônica (29 kDa), mioglobina (17 kDa) e lisozima (14 kDa). 
A corrente usada para a eletroforese foi de 25 mA, até as amostras entrarem no 
gel de corrida e, em seguida, foi ajustada para 30 mA. 
Para a revelação das proteínas por prata, utilizou-se o seguinte protocolo: o gel foi 
imerso em uma solução de metanol, ácido acético e água na proporção 25:6:19 (v/v/v), 
por 30 minutos; em seguida, foram feitas quatro lavagens em água e tratamento do gel 
com DTT 1 mg/100 mL por 30 minutos. Em seguida, o gel foi deixado em contato com 
AgNO3 0,2%, por 20 minutos. O excesso da solução de prata foi removido por lavagem 
com água, por 30 minutos, e as bandas de proteína foram reveladas por uma solução 
contendo Na2CO3 3% e formaldeído 0,02%. A reação foi interrompida por adição de 
ácido acético 1%.  
Para a revelação das proteínas por Coomassie Blue, utilizou-se o seguinte 
protocolo: o gel foi imerso em solução de 1,12 g de Coomassie Blue R-250, em 
metanol, água e ácido acético na proporção 9:9:2 (v/v/v), por 10 minutos; em seguida, 
foi descorado com ácido acético 5%. 
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Após a captura de imagem dos géis em uma impressora (“scanner”) modelo HP 
PSC 1315 All-in-one da Hewlett-Packard Company, L.P. (Palo Alto, CA, USA), eles 
foram conservados em ácido acético 5% e, posteriormente, secos em um sistema da 
Pharmacia Fine Chemicals (GE – Healthcare, Piscataway, NJ, USA). 
 
4.2.3 Seqüenciamento de aminoácidos da proteína 
4.2.3.1 Redução e alquilação dos resíduos de cisteínas 
Aproximadamente 0,5 mg do inibidor foram dissolvidos em 0,3 mL de tampão Tris 
0,25 M, pH 8,5, contendo guanidina 6 M, EDTA 1 mM e 5 µl de β-mercaptoetanol e 
incubados por 2 horas a 37ºC, sob atmosfera de nitrogênio. A alquilação da proteína foi 
realizada, segundo o método de Friedman (1970), adicionando-se mais 5 µl de 
vinilpiridina e incubando-se por mais 90 minutos a 37ºC. Em seguida, a amostra foi 
aplicada em uma coluna de pD-10 em tampão Tris 20 mM pH 7,5, para a remoção das 
moléculas de baixa massa molecular.  
 
4.2.3.2 Determinação dos aminoácidos da porção N-terminal do CeEI 
Para o seqüenciamento da porção N-terminal da proteína foi empregada a técnica 
de degradação de Edman (1956), utilizando-se o PPSQ-23 Model Protein Sequencer 
(Shimadzu, Tokyo, Japan).  
 
4.2.3.3 Estudo de homologia da seqüência da porção N-terminal do inibidor 
O alinhamento da seqüência da porção N-terminal do inibidor com a seqüência de 
outros inibidores foi feito utilizando-se o banco de dados Swiss-protein (Higgins, 1992). 
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Esquema da purificação do CeEI das sementes de  
Caesalpinia echinata 
 
 
 
• Coluna C18, em sistema de HPLC
• Gradiente de ACN (0-95%) em 0,1% de TFA, 60 min
• Teste da atividade inibitória
CARACTERIZAÇÃO DO CeEI
SDS-PAGE Seqüênciamento da 
porção N-terminal
Determinação da constante inibitória (Ki)
Cromatografia fase reversa
• Coluna superdex G-200, em  sistema Äkta
• Tampão fosfato 0,1 M, pH 7,0, NaCl 0,15 M
• Teste da atividade inibitória
Filtração em gel
Extração salina
Fracionamento por acetona
Cromatografia de troca iônica
Sementes de C. echinata
• Homogeneização em NaCl 0,9%
• Centrifugação 4000xg, 20 min 
• Precipitação com acetona 80%
• Centrifugação 4000xg, 20 min
• Secagem à temperatura ambiente
• Dissolução  em tampão Tris 50 mM, pH 8,0
• Teste da  atividade inibitória
• Coluna Resource Q, em sistema de FPLC
• Tampão acetato de amônio 20 mM, pH 8,5, NaCl 30 mM
• Gradiente de NaCl (0,03-0,5 M), 30 min
• Teste da atividade inibitória
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4.3 Modelo experimental de edema em pulmões isolados de coelhos 
Esse estudo foi realizado na Justus-Liebig Universität de Giessen, Alemanha, sob 
a orientação dos Profs.Drs. Heinz Neuhof e Christiane Neuhof. O trabalho teve a 
aprovação do “Institutional Animal Care and Use Commitee of Justus-Liebig-University 
of Giessen” e foi executado de acordo com o guia da “National Institute of Health 
(USA)”. 
 
4.3.1 Preparação das células polimorfonucleares (PMNs) 
Para a separação dos PMNs, foi usado o método de Hjorth et al. (1981) 
modificado: 100 mL de sangue humano fresco foram misturados com heparina (250 
UI/mL); em seguida, a solução PolymorphprepTM foi cuidadosamente adicionada e a 
mistura foi submetida a uma centrifugação a 500xg por 35 minutos a 22oC. Os PMNs 
foram suspensos em solução balanceada de Hanks-Hepers livre de cálcio e magnésio 
e, após uma nova centrifugação, foram suspensos em um meio de cultura RPMI sem 
glutamina. Essa solução foi mantida, por 90 minutos, a 37oC em ambiente com 
porcentagens controladas de gases (CO2 4%, O2 17% e N2 79%). Após uma última 
centrifugação, os PMNs foram suspensos em 10 mL do líquido de perfusão, descrito 
abaixo. 
 
4.3.2 Preparação do líquido de perfusão  
Para o líquido de perfusão, foi usado o tampão Krabs-Henselelt pH 7,4 com 
HAES, para manter a pressão oncótica entre 23 e 25 mmHg. As concentrações finais 
foram de amido 50 g/L, Na+ 138 mM; K+ 4,5 mM; Mg2+ 1,33 mM; Cl- 135 mM; Ca2+ 2,38 
mM, glicose 12 mM e HCO3- 12 mM, e o pH do perfusado foi ajustado para 7,4 antes 
do uso com NaHCO3 1 M. A osmolaridade foi de, aproximadamente, 330 mOsmol/kg. 
 
4.3.3 Análise da viabilidade e da concentração de PMNs das soluções 
Amostras de PMNs foram diluídas 10 vezes com solução de Turk e analisadas 
por hemocitometria, utilizando um microscópio óptico, foram utilizadas as soluções que 
continham PMNs com viabilidade maior que 95%. 
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4.3.4 Preparação do Zymosan A desnaturado 
Zymosan A (0,5 g) foi suspenso em 50 mL de água destilada e aquecido por 5 
minutos a 100oC, sob agitação constante e depois foi separado em alíquotas. 
 
4.3.5 Preparação do pulmão isolado 
Foram usados coelhos mestiços de ambos os sexos, pesando entre 2,8 e 3,9 kg, 
tratados com pentobarbital (60 a 80 mg/kg) e heparina (1000 UI/kg) por injeção na veia 
da orelha. Foi feita então uma traqueotomia e os coelhos foram ventilados 
mecanicamente por uma bomba Starling (B. Braun, Melsungen, Alemanha). O tórax foi 
aberto via diafragma e foi feita uma externotomia. Um cateter foi inserido na artéria 
pulmonar e ambos os ventrículos e os átrios do coração foram cortados. O pulmão foi 
rápida e cuidadosamente retirado, sem interrupção da ventilação, e foi colocado num 
transdutor de peso e pressão da artéria pulmonar - PAP (Baldwin Messtechnik tipo U1, 
Hottinger, Darmstadt, Alemanha) numa câmara de vidro a 37oC com umidade 
controlada. Após uma pequena isquemia de 4 a 5 minutos, durante o procedimento de 
canulação, os pulmões foram perfundidos, com o auxílio de uma bomba (Masterflex 
7566-10, Cole-Parmer, Chicago, USA), em um sistema de recirculação, com 200 
mL/min do líquido de perfusão. Os pulmões foram ventilados com ar ambiente 
enriquecido com CO2 4%, com uma freqüência de 25 min-1, um volume de 
aproximadamente 30 mL e uma pressão expiratória final positiva de 0,5 a 1,0 cm de 
H2O. Eles foram intermitentemente hiperinflados por aumento da pressão expiratória 
maior do que 3 cm de H2O por três ciclos para prevenir sua colabação. A temperatura 
do líquido de perfusão foi mantida a 370C. O2, CO2 e pH foram medidos em um 
analisador de pH/gás sangüíneo (ABL2, Radiometer, Copenhagen, Dinamarca). O pH 
foi mantido entre 7,35 e 7,45 por aumento ou diminuição de CO2 inspirado. A PAP foi 
medida continuamente. A perfusão do pulmão começou com um fluxo baixo de 30 
mL/min e aumentou gradualmente até um fluxo final de 200 mL/min. O líquido de 
perfusão foi trocado constantemente, para remover todo o sangue do leito vascular e 
mantido em “steady-state” por mais 15 minutos. O peso molhado do pulmão foi 
ajustado a zero no final do período de “steady-state”, para monitoramento do ganho de 
massa no decorrer do experimento. 
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4.3.6 Viabilidade dos pulmões 
Os pulmões selecionados para o estudo foram os que:  
1) mostraram uma aparência branca homogênea sem qualquer sinal de 
hemostasia ou formação de edema. 
2) durante os 10 minutos de ”steady-state”, mostraram-se isogravimétricos e com 
medida constante de PAP entre 6,0 e 9,0 mmHg. 
 
4.3.7 Perfusão dos pulmões viáveis 
Após o “steady-state”, foi colocado no líquido de perfusão um coquetel de 
inibidores contendo diclofenaco de sódio 10 mg/mL, WEB2086 0,1 mM, heparina 1000 
UI/mL, maleato de dimetindena 0,01 mM e cimetidina 0,01 M, para prevenir alterações 
do tônus vascular e permeabilidade por produtos da ciclo-oxigenase derivados do ácido 
aracdônico, fator ativador de plaquetas e histamina. Esse coquetel de inibidores 
também foi usado nos grupos tratados com CeEI nativo (7,5 nM) e com um inibidor de 
calicreína plasmática humana (50 nM) também extraídos de sementes de C. echinata – 
CeKI (Cruz-Silva et al., 2004). Dez minutos após a adição dos inibidores, PMNs (81,7 – 
114 x 106) isolados, suspensos em 10 mL de líquido de perfusão foram injetados no 
cateter pulmonar em todos os experimentos. Após mais 10 minutos, o zymosan A 
desnaturado também foi adicionado. Os controles foram feitos na ausência (controle 
sem estímulo) ou na presença do zymosan A (controle com estímulo). 
As medidas da PAP e do ganho de peso do pulmão, como indicadores da 
formação do edema, foram registradas continuamente durante os experimentos. 
Amostras do líquido de perfusão foram coletadas continuamente para posterior 
quantificação da elastase. 
 
4.3.8 Estatística 
Os resultados foram analisados por um programa estatístico (Statgraphics-Plus). 
As análises dos intergrupos foram feitas por teste-T e análise da variância. Os dados 
são apresentados como a média ± erro padrão e a diferença significativa definida com 
ρ < 0,01. 
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4.4 Clonagem do fragmento de cDNA de CeEI 
4.4.1 Obtenção do RNA total das sementes de Caesalpinia echinata 
4.4.1.1 Coleta das sementes 
Sementes de Caesalpinia echinata verdes, coletadas oito semanas após a 
floração, foram imediatamente congeladas em nitrogênio líquido e estocadas a -70oC. 
No momento da utilização, as cascas das sementes foram retiradas para uma melhor 
extração do material genético. 
 
4.4.1.2 Extração do RNA total 
Para a extração do RNA total, utilizou-se o “RNeasy Plant Mini kit”. 
As sementes descascadas foram maceradas em nitrogênio líquido e 100 mg do 
pó resultante foram separados. Rapidamente, 450 µL de tampão RLT, contendo β-
mercaptoetanol 14,3 M e isotiocianato de guanidina foram adicionados. A amostra foi 
homogeneizada e aplicada em coluna “QIAshredder” para removoção de restos de 
células e homogeneização do lisado. Após centrifugação a 13000xg por 2 minutos, o 
material eluído foi transferido para um novo tubo e foram adicionados, 
aproximadamente, 225 µL de etanol. Esse material foi aplicado em coluna “RNeasy 
spin” para a adsorção do RNA à membrana. A coluna foi lavada com os tampões RW1 
(700 µL) e RPE (500 µL) para a remoção dos contaminantes. O RNA foi eluído com 15 
µL de H2O livre de RNase e a concentração de RNA foi determinada por medida de 
absorção espectrofotométrica em 260 nm. 
 
4.4.2 Obtenção do fragmento de cDNA do CeEI 
4.4.2.1 Síntese da primeira fita de cDNA 
Para a síntese da primeira fita de cDNA, 1 µg da amostra de RNA total foi 
incubado com 0,5 µg de “oligo primer race adapter 3’” num volume total de 5 µL. A 
mistura foi aquecida por 5 minutos a 70oC e resfriada por 5 minutos em banho de gelo, 
conforme instruções do kit “ImProm-IITM Reverse Transcriptase”. Após breve 
centrifugação, foram adicionados à reação 4 µL do tampão de reação ImProm-IITM 5x 
concentrado, 3,8 µL de MgCl2 (2,5 mM), 1 µL de “dNTP mix”: dATP (0,5 mM), dCTP 
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(0,5 mM), dGTP (0,5 mM) e dTTP (0,5 mM), 0,5 µL de inibidor de ribonuclease 
recombinante RNasin® e, por último, 1 µL da enzima transcriptase reversa Improm-IITM, 
num volume total de 15 µL. Essa mistura foi incubada por 5 minutos a 25oC e a reação 
seguiu durante 1 hora a 42oC e foi interrompida por aumento da temperatura (70oC) por 
15 minutos. 
 
4.4.2.2 Síntese da segunda fita de cDNA 
A segunda fita de DNA foi sintetizada pela PCR utilizando a primeira fita de cDNA 
como molde.  
Para a amplificação do cDNA fita dupla, 2 µg de cDNA foram incubados com Taq 
polimerase (5 unidades), oligonucleotídeo AUAP (50 pM), oligonucleotídeos 
degenerados ODN-CeEI (50 pM), que foram construídos com base na seqüência de 
aminoácidos da porção N-terminal do inibidor de elastase extraído de sementes de C. 
echinata, “dNTP mix” (0,2 mM) e MgCl2 (2,5 mM), num volume final de 50 µL. Em 
reações controles, para detectar possíveis anelamentos inespecíficos dos 
oligonucleotídeos, utilizou-se apenas um oligonucleotídeo em cada reação, mas os 
reagentes foram mantidos nas mesmas concentrações.  
O programa utilizado para a amplificação foi: 
 
Passo Temperatura (°C) Tempo 
1 - desnaturação 94 5 min 
2 - desnaturação 94 40 s 
3 - anelamento 68 40 s 
4 - polimerização 72 100 s 
5 - polimerização 72 5 min 
 
Os passos 2, 3 e 4 foram repetidos 35 vezes. 
 
4.4.3 Métodos utilizados em Biologia Molecular 
4.4.3.1 Eletroforese em gel de agarose 
A separação de fragmentos de DNA foi feita em gel de agarose, já que as 
moléculas de DNA migram no gel com velocidades dependentes de sua massa 
molecular e de sua forma. Agarose foi dissolvida em tampão TAE por aquecimento 
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brando (em forno de microondas). Após o resfriamento dessa mistura, brometo de 
etídeo 0,5 µg/mL foi adicionado e a mistura foi colocada em uma forma para a 
solidificação do gel. 
A separação eletroforética ocorreu pela aplicação de corrente elétrica 4-10 V/cm, 
em meio ao tampão de corrida TAE. Para o acompanhamento da corrida, foi 
adicionada às amostras uma solução corante (bromofenol 0,25%, xileno cianol FF 
0,25% e glicerol 30%) na proporção amostra/corante de 10:1 (V/V). 
Os géis foram fotografados e os tamanhos dos fragmentos de DNA foram 
determinados pela comparação de sua mobilidade eletroforética com a de marcador de 
fragmentos de DNA com pares de bases conhecidas. 
 
4.4.3.2 Purificação dos fragmentos de DNA do gel de agarose 
Os fragmentos de DNA de interesse foram purificados do gel de agarose 
utilizando o kit “QIAEX II gel extraction”. Para isso, a banda com o tamanho equivalente 
ao fragmento de interesse foi recortada do gel, com o auxílio de um estilete estéril, e 
dissolvida em três volumes do tampão QX1 e 10 µL de solução QIAEX II. A mistura foi 
incubada por 10 minutos a 50oC, sendo agitada a cada 2 minutos e, em seguida, foi 
centrifugada a 4000xg por 30 segundos. O “pellet” foi lavado duas vezes com 500 µL 
do tampão QX1 e mais duas vezes com 500 µL do tampão PE, para a completa 
remoção dos sais. Depois de lavado, o material foi seco à temperatura ambiente, por 
aproximadamente 15 minutos e, em seguida, dissolvido em 20 µL de H2O estéril.  
 
4.4.3.3 Precipitação do DNA por etanol 
A precipitação do DNA por etanol foi utilizada para concentrar o DNA e também 
para a remoção de sais. Para isso, foram adicionados à solução de DNA 0,1 vezes o 
volume de acetato de sódio 0,3 M, pH 5,2 e 2,5 vezes o volume de etanol absoluto. 
Após centrifugação a 12000xg por 30 minutos o “pellet” obtido foi lavado com três 
volumes de etanol 70% para remoção de sais do DNA. O “pellet” de DNA foi seco à 
temperatura ambiente e dissolvido em H2O estéril. 
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4.4.3.4 Quantificação de ácidos por espectrofotometria 
O método espectrofotométrico de quantificação de DNA e RNA é comumente 
usado para a determinação da concentração e do grau de pureza relativa dos ácidos 
de uma solução.  
A quantificação de DNA ou RNA foi realizada pela obtenção das absorbâncias 
nos comprimentos de onda de 260 nm e 280 nm. A absorbância em 260 nm permite 
calcular a concentração de ácidos nucléicos nas amostras. As relações utilizadas para 
conversão de absorbância em concentração de DNA ou RNA foram: 1 unidade de 
absorbância corresponde a aproximadamente 50 µg/mL de DNA fita dupla e 40 µg/mL 
para DNA fita simples ou RNA. A relação entre as leituras nos comprimentos de onda 
de 260 nm e 280 nm (260/280) foi utilizada para estimar o grau de pureza das 
preparações de DNA e RNA. 
 
4.4.3.5 Quantificação fluorescente com brometo de etídeo 
A quantidade de DNA na amostra pode ser estimada pela comparação da 
intensidade da fluorescência da amostra em gel de agarose com padrões de DNA em 
concentrações conhecidas. 
 
4.4.4 Seqüenciamento automático de DNA 
O seqüenciamento automático foi realizado no “ABI PRISM 377 DNA Sequencer” 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, U.S.A), utilizando-se o kit “DYEnamicTM ET”. 
Ao tubo da reação, adicionaram-se 300 ng de DNA molde, 3,2 pmol de 
oligonucleotídeo iniciador, 4,0 µL de tampão acetato de sódio 1,5 M, contendo EDTA 
250 mM e 4 µL do DYEnamicTM ET (mistura que contem DNA polimerase e os 
desoxinucleotídeos e didesoxirribonucleotídeos marcados), em um volume final de 10 
µL. As condições da reação foram: 
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Passo Temperatura (°C) Tempo 
1 - desnaturação 94 5 min 
2 - desnaturação 94 40 s 
3 - anelamento 50 40 s 
4 - polimerização 72 100 s 
5 - polimerização 72 5 min 
 
Os passos 2, 3 e 4 foram repetidos 25 vezes. 
 
4.4.5 Amplificação do fragmento de cDNA de CeEI por PCR 
Na reação em cadeia da polimerase (PCR), para obtenção do fragmento de cDNA 
para futura clonagem, foi empregado o método de amplificação específica de 
fragmento de DNA de interesse. Após o seqüenciamento do gene, foram construídos 
oligonucleotídeos (“primers”) específicos na posição 3’ e 5’ para fragmento de cDNA de 
CeEI. Para as PCRs foram necessários de 0,1 a 1 ng de DNA molde, os 
oligonucleotídeos (CL4FW e CL4RV) e (CL5FW e CL5RV) iniciadores que flanqueiam 
os fragmentos de DNA a serem amplificados (100 pmol cada), “dNTP mix” (0,2 mM), 
MgCl2 (2,5 mM) e Taq polimerase (1 U) em um volume final de 50 µL. As reações 
foram submetidas aos seguintes ciclos de temperatura: 
 
Passo Temperatura (°C) Tempo 
1 - desnaturação 94 5 min 
2 - desnaturação 94 40 s 
3 - anelamento 60 40 s 
4 - polimerização 72 100 s 
5 - polimerização 72 5 min 
 
Os passos 2, 3 e 4 foram repetidos 35 vezes.  
 
4.4.6 Clonagem de fragmentos de DNA em vetores  
O processo de clonagem de fragmentos de DNA em vetores de interesse, 
previamente digeridos e purificados, inclui os passos de ligação e transformação de 
bactérias competentes altamente eficientes. 
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4.4.6.1 Clonagem do produto de PCR em vetor de clonagem pGEM®-T easy 
Para a reação, utilizou-se o kit pGEM®-T Easy Vector System I. A ligação dos 
fragmentos de interesse aos plasmídeos linearizados, foi utilizado um excesso molar do 
fragmento, mantendo-se as proporções vetor:fragmento entre 1:25 e 1:30. Num volume 
final de 10 µL, foram adicionados os fragmentos de DNA, vetor linearizado, tampão de 
ligação 2 x concentrado (Tris 60 mM, pH 7,8, contendo MgCl2 20 mM, DTT 20 mM, 
ATP 2 mM, e polietileno glicerol 10%) e a enzima T4 ligase (1U). As misturas foram 
incubadas à temperatura ambiente, por 16 horas, sendo posteriormente precipitadas 
com etanol. 
 
4.4.6.2 Digestão com enzima de restrição 
Primeiramente, foi feito um estudo dos possíveis sítios de clivagem no vetor pET-
14b e as possíveis enzimas de restrição compatíveis para os fragmentos de cDNA de 
CeEI. As enzimas eleitas foram NdeI e BamH1 e o vetor pET-14b. Como os tampões e 
a temperatura de ação de ambas as enzimas eram compatíveis, as enzimas foram 
usadas na mesma reação. Incubaram-se 94 ng de pET-14b com NdeI (10 U) e BamH1 
(10 U), em um volume final de 25 µL. A reação seguiu por 16 horas a 4°C e depois por 
1 hora à 37 oC. A digestão foi analisada por gel de agarose e, em seguida, purificada do 
gel de agarose como já descrito anteriormente. 
 
4.4.6.3 Reação de ligação de fragmentos de DNA ao plasmídeo pET-14b 
Para a ligação dos fragmentos de interesse aos plasmídeos linearizados, foi 
utilizado um excesso molar do fragmento, mantendo-se as proporções vetor:fragmento 
entre 1:25 e 1:30. Num volume final de 10 µL, foram adicionados os fragmentos de 
DNA previamente digeridos, vetor linearizado, 1 µL tampão de ligação Tris pH 7,8, 
contendo MgCl2 100mM, DTT 100mM e ATP 10 mM e a enzima T4 ligase (3U). As 
misturas foram incubadas a 18ºC, por 16 horas, sendo posteriormente precipitadas 
com etanol. 
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4.4.6.4 Preparação de bactérias competentes da cepa DH5α de E. coli para  
eletroporação 
De acordo com Sambrook et al. (1989), foram preparadas bactérias competentes, 
aptas para a transformação com o plasmídeo recombinante, contendo o gene de 
resistência à ampicilina. Uma colônia isolada foi inoculada em 2,5 mL do meio LB e 
incubada por 12 horas a 37°C, sob agitação. Essa pré-cultura foi diluída em 500 mL de 
meio LB e incubada a 37°C sob agitação até alcançar a fase exponencial (A550 = 0,5 – 
0,7). A cultura foi resfriada em banho de gelo por 10 a 15 minutos. A seguir, as 
bactérias foram centrifugadas a 4000xg por 10 minutos a 4°C e lavadas duas vezes 
com H2O estéril gelada para reduzir a força iônica da suspensão. Após centrifugação, 
as bactérias competentes foram dissolvidas em glicerol 10% e estocadas em alíquotas 
de 50 µL a – 70°C. 
 
4.4.6.5 Transformação de bactérias competentes da cepa DH5α de E. coli por  
eletroporação 
Adicionaram-se aproximadamente 0,5 µg de DNA a uma alíquota de 200 µL de 
bactérias E. coli DH5α competentes. A mistura foi transferida para uma cubeta de 
eletroporação gelada e as bactérias foram eletroporadas (2,5 µFD, 2,5 kV e 200 Ω). 
Após a eletroporação, 800 µL de meio SOC foram adicionados às bactérias e a mistura 
foi incubada por 1 hora a 37°C, sob agitação (180 rpm). Em seguida, as bactérias 
DH5α foram plaqueadas em meio sólido (LB/agar) contendo ampicilina (200 µg/mL). As 
placas foram incubadas por 12 horas a 37°C. As bactérias transformadas com vetores 
pET-14b recombinantes foram selecionadas pela resistência à ampicilina.  
 
4.4.6.6 Análise das colônias transformantes 
Colônias isoladas foram escolhidas aleatoriamente para análise da presença do 
plasmídeo recombinante, contendo o inserto de DNA de interesse por PCR ou por mini 
preparações de DNA plasmidiais, seguidas por digestão com enzimas de restrição 
específica. 
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4.4.6.7 Preparação do DNA plasmidial em escala analítica 
Mini preparações de DNA plasmidial foram realizadas pelo método de lise alcalina 
(Sambrook et al., 1989). 
Uma colônia isolada foi inoculada em 3 mL de meio LB contendo o ampicilina 
(200 µg/mL) e incubada por 12 horas a 37°C, sob agitação (180 rpm). A cultura foi 
centrifugada e o “pellet” celular foi suspenso em uma solução tampão iso-osmótica 
(Tris 25 mM pH 8,0) contendo glicose 50 mM e EDTA 10 mM. A essa suspensão foi 
adicionada uma solução contendo SDS (detergente aniônico) que promove a lise da 
membrana celular bacteriana e NaOH para desnaturar o DNA plasmidial e 
cromossomal. A suspensão foi tratada com acetato de potássio 3 M pH 5,5 e 
neutralizada com ácido acético 5 M, que promove a renaturação do DNA plasmidial e 
formação de um precipitado composto de SDS, lipídeos, proteínas e DNA cromossomal 
parcialmente renaturado. Essa mistura foi, então, incubada durante 30 minutos em 
banho de gelo. 
Após a centrifugação, o precipitado foi desprezado e o DNA plasmidial presente 
no sobrenadante foi precipitado pela adição de isopropanol, seguida por nova 
centrifugação a 12000xg à temperatura ambiente. O “pellet” foi lavado com etanol 70%, 
seco à temperatura ambiente e dissolvido em H2O esterilizada contendo RNase (1 
mg/mL); em seguida, o DNA foi quantificado. 
 
4.4.6.8 Midi preparação do DNA plasmidial 
Para as preparações do DNA plasmidial em escala semi-preparativa, utilizou-se o 
“QIAGEN® Plasmid Midi Kit”. O DNA plasmidial foi isolado, utilizando-se o princípio 
baseado no método modificado de lise alcalina do “pellet” celular. Colônia de bactéria 
isolada foi incubada em 500 mL de meio de cultura por aproximadamente 12 horas a 
37°C, sob agitação (180 rpm). O material foi centrifugado a 6000xg por 15 minutos a 
4°C e o “pellet” foi suspenso em 4 mL da solução P1. Em seguida, adicionaram-se 4 
mL da solução P2 e o material foi deixado por 5 minutos à temperatura ambiente. 
Foram adicionados, então, 4 mL da solução P3 e a mistura permaneceu por 15 minutos 
em banho de gelo, para depois, ser submetida a uma centrifugação a 13000xg por 30 
minutos a 4°C. O sobrenadante foi removido e centrifugado novamente nas mesmas 
condições descritas. O sobrenadante foi aplicado à coluna QIAGEN tip-100, 
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previamente equilibrada com o tampão QBT, e a lavagem foi realizada com o tampão 
QC. O DNA foi eluído com o tampão QF e rapidamente precipitado pela adição de 3,5 
mL de isopropanol; após centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o precipitado, 
lavado com 2 mL de etanol 70%, centrifugado e seco à temperatura ambiente. O 
“pellet” de DNA foi dissolvido em 200 µL do tampão TE. 
 
4.5 Expressão dos CeEIs recombinantes 
4.5.1 Preparação de bactérias E. coli competentes para choque térmico 
Uma colônia isolada, recém crescida em meio LB-agar, foi inoculada em 2,0 mL 
de meio LB contendo cloranfenicol (34 µg/mL) e incubada a 37°C por 
aproximadamente 12 horas, sob agitação. A cultura foi então inoculada em 250 mL de 
meio LB, contendo cloranfenicol (34 µg/mL), até atingir leituras de absorbância em 550 
nm entre 0,35 e 0,6. A cultura foi mantida em banho de gelo por 60 min e depois 
centrifugada a 3000xg por 15 min a 4°C. O “pellet” obtido foi suspenso em 80 mL de 
tampão acetato de potássio 10 mM, pH 6,2, contendo KCl 100 mM, CaCl2. 50 mM e 
glicerol 10%, e mantido em banho de gelo por 60 min. O material foi novamente 
centrifugado e as bactérias competentes foram suspensas em 20 mL do tampão 
descrito acima. Em seguida, foram separadas alíquotas de 100 µL, estocadas a -70°C. 
 
4.5.2 Transformação de bactérias competentes da cepa Rosetta Gami de E. coli  
por choque térmico  
Para a transformação, foram incubados 5 µL de DNA plasmidial com alíquotas de 
200 µL de bactérias competentes, por 30 minutos em banho de gelo. Em seguida, as 
bactérias foram submetidas ao choque térmico (42°C) por 90 segundos, sendo 
imediatamente colocadas em banho de gelo por 3 minutos. Foram adicionados 800 µL 
de meio SOC às bactérias transformadas e a mistura foi incubada por 1 hora a 37°C, 
sob agitação (180 rpm). Posteriormente, as bactérias foram plaqueadas em meio sólido 
(LB/agar) contendo ampicilina (200 µg/mL), canamicina (15 µg/mL), tetraciclina (12 
µg/mL) e cloranfenicol (34 µg/mL) e incubadas por 12 horas a 37°C. 
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4.5.3 Análise das colônias transformantes 
Colônias isoladas foram escolhidas aleatoriamente para análise da presença do 
plasmídeo recombinante, contendo o inserto de DNA de interesse pela PCR ou por 
mini preparações de DNA plasmidiais e análise com enzimas de restrição. 
 
4.5.4 Expressão dos CeEIs recombinantes em escala analítica 
Primeiramente, os clones positivos foram cultivados em escala analítica para a 
confirmação da expressão do CeEI recombinante após a indução com IPTG (1 mM). 
Algumas colônias de Rosetta Gami, transformadas com o plasmídeo pET-14b contendo 
os fragmentos de cDNA de CeEI foram inoculadas em 3 mL de meio LB contendo os 
antibióticos ampicilina (200 µg/mL), canamicina (15 µg/mL), tetraciclina (12 µg/mL) e 
cloranfenicol (34 µg/mL) e foram incubadas por aproximadamente 24 horas a 37°C, sob 
agitação (180 rpm), período no qual atingiram a leitura de 0,6 em 550 nm. Após 
alcançarem a fase exponencial, as culturas foram divididas em três alíquotas: 1 mL foi 
destinado à preparação de uma cultura para estoque a –70°C; 1,5 mL foram utilizados 
para confirmação da síntese proteica induzida pela adição de IPTG (1 mM) e 1,5 mL 
restantes foram utilizados como controle do nível de expressão basal. As alíquotas 
equivalentes às culturas induzidas e não induzidas foram mantidas por 12 horas a 
37°C, sob agitação.   
 
4.5.5 Extração e análise de proteínas do lisado total de bactérias 
As culturas de bactérias, induzidas ou não, foram divididas em duas partes iguais 
e submetidas à centrifugação de 6000xg por 3 minutos para obtenção do “pellet” 
celular. Uma parte dos “pellets” celulares foi dissolvida em 200 µL de tampão de 
amostra para a eletroforese, descrito anteriormente, e aquecida por 10 minutos a 
100°C para obter o lisado celular total. As suspensões foram novamente centrifugadas, 
e o sobrenadante obtido foi utilizado para análise da proteína recombinante por SDS-
PAGE. A outra parte dos “pellets” foi dissolvida em tampão Tris 50 mM, pH 8,0, 
aquecida a 37°C e, em seguida, congelada em gelo seco, para a lise das bactérias sem 
desnaturar as proteínas. Esse material foi centrifugado e o sobrenadante foi utilizado 
para detecção da atividade inibitória sobre elastase. 
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4.5.6 Expressão dos CeEIs recombinantes em escala preparativa 
Uma das colônias que apresentou expressão do CeEI recombinante foi 
empregada para fermentação em escala preparativa. 
A colônia foi inoculada em 10 mL de meio LB contendo ampicilina (200 µg/mL), 
canamicina (15 µg/mL), tetraciclina (12 µg/mL) e cloranfenicol (54 µg/mL) e incubada 
por 24 horas a 37°C, sob agitação constante (180 rpm). A cultura foi adicionada a 1 L 
do mesmo meio e incubada nas mesmas condições anteriores até atingirem 
absorbância de aproximadamente 0,7 (A600). Em seguida, IPTG (1 mM) foi adicionado à 
cultura para a indução da expressão de CeEI. A cultura foi mantida por 20 horas a 
37°C, sob agitação constante 
 
4.5.7 Obtenção das proteínas citoplasmáticas solúveis 
A cultura de bactéria foi centrifugada a 12000xg por 20 minutos, para obtenção do 
“pellet” celular. O “pellet” foi suspenso em tampão Tris 20 mM pH 7,5 contendo NaCl 
0,3 M. A suspensão assim obtida foi submetida à lise celular em prensa mecânica 
“French Press”, com pressão de 1500 bars. O lisado foi submetido a centrifugação a 
13000xg por 20 minutos, para a separação das frações solúveis e insolúveis. O 
sobrenadante, contendo as proteínas solúveis, foi utilizado para a purificação do CeEI 
recombinante. 
 
4.6 Purificação dos CeEIs recombinantes 
4.6.1 Cromatografia de afinidade em coluna de Ni-Sepharose 
As soluções contendo os CeEIs recombinantes foram submetidas, 
separadamente, a uma cromatografia de Ni-Sepharose (5 mL), equilibrada com 30 mL 
de tampão Tris 20 mM, pH 7,5, NaCl 0,3 M. A coluna foi lavada com 30 mL de tampão 
Tris 20 mM, pH 7,5, contendo NaCl 0,3 M e imidazol 0,02 M para eluição de material 
ligado inespecificamente. Finalmente, a eluição das proteínas foi feita com Tris 20 mM, 
pH 7,5, contendo NaCl 0,3 M e imidazol 0,5 M. As frações foram testadas quanto à sua 
atividade inibitória sobre elastase de neutrófilo humano.  
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4.6.2 Cromatografia de troca iônica em sistema de FPLC 
A solução contendo a maior atividade inibitória sobre elastase, proveniente da 
cromatografia de afinidade em Ni-Sepharose, foi dialisada em tampão Tris 50 mM pH 
8,0 e centrifugada por 20 minutos, a 4000xg, a 4°C. O sobrenadante foi separado e 
submetido a uma cromatografia de troca iônica em coluna Hi Trap Q (5 mL), em 
sistema de FPLC (G.E. HealthCare Piscataway, NJ, USA), equilibrada em tampão Tris 
50 mM, pH 8,0; a eluição das proteínas foi feita por gradiente de 0 a 100% de NaCl 1 M 
no mesmo tampão. As frações foram testadas quanto à sua atividade inibitória sobre 
elastase de neutrófilo humano. 
 
4.6.3 Filtração em gel 
Para a retirada do excesso de sal, para futura caracterização, as soluções 
contendo CeEIs recombinantes purificados foram submetidas, separadamente, a uma 
filtração em gel em coluna pD-10. Após o equilíbrio da coluna em tampão Tris 50 mM, 
pH 8,0, 2,5 mL do material foram aplicados e a separação da proteína foi feita por 
eluição no mesmo tampão. As frações tiveram sua condutividade medida e foram 
testadas quanto à sua atividade inibitória sobre elastase de neutrófilo humano.  
 
4.7 Caracterização dos CeEIs recombinantes 
A caracterização dos CeEIs recombinantes foi feita da mesma forma que para o 
CeEI nativo.  
 
4.7.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 
Para a eletroforese em gel de poliacrilamida, utilizou-se o mesmo protocolo 
adotado para a caracterização do CeEI nativo, item 2-B. 
 
4.7.2 Determinação da atividade dos inibidores recombinantes sobre diferentes  
enzimas 
Elastase pancreática (EP) porcina (45 nM), elastase de neutrófilo (EN) humano (1 
nM), subtilisina A (50 nM), tripsina (40 nM) e quimotripsina (230 nM)  foram 
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separadamente pré-incubadas na ausência ou presença de um dos inibidores em 
tampão e pH apropriados, durante 10 minutos a 37°C. Após esse período, foram 
adicionados os substratos cromogênicos específicos para cada enzima, num volume 
final de 200 µL, seguindo a tabela abaixo. A hidrólise dos substratos cromogênicos foi 
acompanhada pela absorbância em 405 nm, durante 10 minutos a 37°C.  
 
Enzima Tampão Substrato
EN humana (1 nM) Tris 50 mM pH 8,0 MeO-Suc-Ala-Ala-Pro-Val-pNan (0,2 mM)
Quimotripsina (230 nM) Tris 50 mM pH 8,0 Suc-Phe-pNan (1,0 mM)
EP porcina (45 nM) Tris 50 mM pH 8,0 Suc-Ala-Ala-Ala-pNan (0,5 mM)
Subtilisina A (50 nM) Tris 0,1 M pH 8,6, Triton x100 Boc-Gly-Gly-Leu-pNan (0,2 mM)
Tripsina (40 nM) Tris 50 mM pH 8,0 H-D-Pro-Phe-Arg-pNan (0,5 mM)  
 
4.7.3 Determinação das constantes inibitórias (Ki)  
Soluções do inibidor, em volumes variáveis, foram pré-incubadas com elastase de 
neutrófilo humano (6 nM) ou com quimotripsina (230 nM), em tampão Tris 50 mM pH 
8,0, por 10 minutos a 37oC. Após esse período, pyro-Glu-Pro-Val-pNan (0,2 mM) ou 
Suc-Phe-pNan (1 mM) foram respectivamente adicionados e a incubação seguiu por 30 
minutos a 37oC, sendo a hidrólise dos substratos acompanhada pela leitura em 405 nm 
em um leitor de placas SpectraCountTM Packard. A inibição da elastase ou da 
quimotripsina por CeEI recombinante foi medida pela atividade residual da enzima e 
expressa em relação à hidrólise promovida na ausência do inibidor. A constante 
inibitória (Ki) foi calculada, assumindo-se um mecanismo do tipo “slow tight-binding” e a 
formação de um complexo (EI), na proporção de 1:1 entre enzima e inibidor, segundo o 
modelo de Morrison (1982).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5. RESULTADOS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Resultados 
 43
5.1 Purificação do CeEI 
5.1.1 Extração salina e fracionamento por acetona 
O material resultante da extração salina e do fracionamento por acetona 
apresentou atividade inibitória sobre algumas serinoproteases, dentre elas, as 
elastases de neutrófilo humano e de pâncreas de porco. 
 
5.1.2 Cromatografia de troca iônica em sistema FPLC 
O material resultante do precipitado cetônico foi dissolvido em tampão Tris 50 
mM, pH 8,0 e foi submetido a uma cromatografia de troca iônica em coluna Resource 
Q, em sistema de FPLC; o perfil da eluição, feita com gradiente de NaCl (0,03 a 0,5 M), 
está mostrado na FIGURA 1. A atividade inibitória sobre elastase foi encontrada 
principalmente nas frações de 14 a 17. 
 
5.1.3 Filtração em gel  
O “pool” das frações de 14 a 17 da cromatografia de troca iônica foi submetido a 
uma filtração em gel em coluna Superdex-G200. O perfil da eluição feita no mesmo 
tampão de equilíbrio está mostrado na FIGURA 2. A atividade inibitória sobre elastase 
foi identificada principalmente nas frações de 55 a 62. 
 
5.1.4 Cromatografia de fase reversa em sistema HPLC 
Cada uma das frações obtidas na filtração em gel, com atividade inibitória sobre 
elastase, foi submetida separadamente a uma cromatografia em coluna de fase 
reversa. Como os perfis de eluição foram semelhantes entre si, na FIGURA 3 está 
mostrado um dos perfis obtidos. 
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FIGURA 1: Cromatografia de troca iônica do CeEI 
Coluna: Resource Q (6 mL), em sistema de FPLC 
Tampão de equilíbrio: acetato de amônio 20 mM pH 8,5, NaCl 30 mM 
Amostra: Precipitado cetônico dissolvido em tampão Tris 50 mM, pH 8,0 
Fluxo: 1,0 mL/min 
Eluição: Gradiente de 0 a 100 % de NaCl 0,5 M, em 30 minutos 
A maior atividade inibitória para elastase foi encontrada entre as frações 14 e 17.  
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FIGURA 2: Filtração em gel do CeEI 
Coluna: Superdex G-200 
Tampão de equilíbrio: fosfato 0,1 M, pH 7,0 NaCl 0,15 M 
Amostra: “pool” das frações de 14 a 17 eluídas da cromatografia de troca iônica 
Fluxo: 1,0 mL/min 
Eluição: isocrática 
A maior atividade inibitória para elastase foi encontrada entre as frações 55 e 62.  
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FIGURA 3: Cromatografia de fase reversa do CeEI  
Coluna: C-18, em sistema de HPLC 
Solução de equilíbrio: TFA 0,1 % 
Amostras: cada uma das frações 55 a 62 eluídas da filtração em gel, liofilizadas e dissolvidas 
em TFA 0,1 % 
Fluxo: 1,0 mL/min 
Eluição: 0 a 95 % de ACN em TFA 0,1 %, em 60 minutos 
A maior atividade inibitória para elastase foi encontrada no pico eluído em ACN 45,5%. 
 
  Resultados 
 47
5.2 Caracterização do CeEI  
5.2.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 
Em SDS-PAGE, o CeEI purificado após cromatografia de fase reversa, 
apresentou somente uma banda proteica. Na amostra reduzida foi possível verificar 
mais duas bandas, com quantidade de proteína menor do que a de CeEI. O inibidor 
apresentou massa molar de aproximadamente 23 kDa (FIGURA 4). 
 
5.2.2 Determinação da constante inibitória (Ki) 
Ensaiando se CeEI em diferentes concentrações com solução padronizada de 
elastase de neutrófilo humano, foi possível determinar a constante inibitória (FIGURA 
5).  
 
5.2.3 Seqüenciamento dos aminoácidos da proteína 
O seqüenciamento da porção N-terminal do CeEI, com posterior comparação com 
o de outras proteínas, demonstrou que o inibidor pertence à família Kunitz de inibidores 
vegetais e apresentou similaridade com inibidores de tripsina encontrados em 
sementes de leguminosas (FIGURAS 11 e 12).  
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FIGURA 4: Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS do CeEI  
Géis: de separação, 12% e concentração, 5%  
Revelação das proteínas: nitrato de prata 0,2%. 
Amostras: CeEI eluído da cromatografia de fase reversa e dialisado  
poço 1: padrões de massas moleculares;  
poço 2: CeEI em condições redutoras; 
poço 3: CeEI em condições não redutoras. 
O CeEI apresentou massa molecular de aproximadamente 23 kDa. 
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FIGURA 5: Curva de inibição de elastase de neutrófilo humano por CeEI  
A enzima foi incubada com CeEI em diversas concentrações, em tampão Tris 50 mM pH 8,0, 
por 10 minutos a 37oC; logo após, o substrato foi adicionado e sua hidrólise foi acompanhada 
pela leitura da absorbância em 405 nm. 
Foi obtido um Ki de 1,9 nM do complexo CeEI-elastase de neutrófilo humano. 
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5.3 Modelo experimental de edema em pulmões isolados de coelhos 
Os animais foram distribuídos em cinco grupos, sendo que dois deles foram 
utilizados como controles. No grupo controle 1 (n = 5), os pulmões receberam PMNs 
sem estímulo de zymosan A; no grupo controle 2 (n = 17), os pulmões receberam 
PMNs com estímulo de zymosan A. Nos grupos tratados, todos os pulmões receberam 
PMNs com estímulo de zymosan A, sendo que no grupo CeKI (n = 8), os pulmões 
foram tratados com CeKI e no grupo CeEI (n = 7) com CeEI. 
 
5.3.1 Avaliação dos PMNs utilizados 
Os PMNs foram analisados por hemocitometria e as amostras que continham 
viabilidade maior do que 95% foram utilizadas. Na FIGURA 6 pode-se observar que a 
quantidade de PMNs em cada grupo não foi significativamente diferente. 
 
5.3.2 Medida da pressão da artéria pulmonar (PAP) 
Na FIGURA 7, pode-se verificar que a PAP não teve uma diferença significativa 
entre os grupos controle 1, controle 2 e grupo CeKI (ρ < 0,01), porém houve diferenças 
na PAP entre o controle 2 e o grupo tratado com CeEI (ρ < 0,01). 
Em todos os grupos, controles ou não, a pressão permaneceu estável, podendo 
ser detectado um pequeno aumento a partir de 150 minutos. 
 
5.3.3 Formação de edema 
Em todos os experimentos, foi observado um aumento contínuo de massa dos 
pulmões (ρ < 0,01). Após 180 minutos, no controle 1, esse aumento foi de 8,6 ±  3,3 g e 
no controle 2 de 12,6 ± 2,4 g (FIGURA 8). Comparado aos valores obtidos nos animais 
tratados com o inibidor, houve uma diminuição para 4,5 ± 1,2 g com o CeEI (7,5 nM). 
Por outro lado, os pulmões tratados com o CeKI (50 nM) não tiveram diminuição no 
edema (11,12 ± 5,22 g), como mostrado nas FIGURA 8. Menos de 2% das 
preparações de pulmões, que ganharam massa continuamente sem intervenção, foram 
excluídas.  
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FIGURA 6: Quantidade de PMNs usada em cada grupo experimental 
Os PMNs foram avaliados por hemocitometria e foram utilizados nos pulmões apenas as 
preparações de PMNs que tinham uma viabilidade maior que 95%.  
controle 1: PMNs não estimulados por zymosan A;  
controle 2: PMNs estimulados por zymosan A;  
CeKI: estimulados por zymosan A e tratados com CeKI;  
CeEI: estimulados por zymosan A e tratados com CeEI. 
Não houve diferença significativa entre a quantidade de PMNs utilizada entre os grupos 
(ρ < 0,01). 
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FIGURA 7: Avaliação da PAP  
controle 1: PMNs não estimulados por zymosan A;  
controle 2: PMNs estimulados por zymosan A;  
CeKI: estimulados por zymosan A e tratados com CeKI;  
CeEI: estimulados por zymosan A e tratados com CeEI. 
A PAP permaneceu constante durante os experimentos, não havendo diferenças 
significativas entre os dois grupos controle e o grupo com inibidor de calicreína, com 
um aumento de pressão apenas após os 100 min. O grupo com inibidor de elastase, 
entretanto, não apresentou aumento da pressão nos últimos minutos (ρ < 0,01). 
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FIGURA 8: Formação de edema  
controle 1: PMNs não estimulados por zymosan A;  
controle 2: PMNs estimulados por zymosan A;  
CeKI: estimulados por zymosan A e tratados com CeKI;  
CeEI: estimulados por zymosan A e tratados com CeEI. 
Não houve diferenças significativas entre os grupos controle 2 e o tratado com CeKI; 
porém, esses grupos apresentaram diferenças estatisticamente significativas com 
relação aos grupos controle 1 e tratado com CeEI (ρ < 0,01), que não mostraram 
diferenças entre si. 
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5.4 Clonagem do fragmento do cDNA de CeEI 
5.4.1 Obtenção dos fragmentos de cDNA de CeEI 
A concentração e a pureza do material resultante da extração do RNA total das 
sementes de Caesalpinia echinata, colhidas oito semanas após a floração, foram 
avaliadas pelas medidas de absorbância em 260 e 280 nm, que estimam, 
respectivamente, a quantidade de RNA/DNA e de proteína. Admite-se que uma relação 
de A260/A280 ≥ 1,6 seja um padrão de pureza aceitável. No caso da preparação com 
sementes de C. echinata, obteve-se a relação de 2,75 que, por ser uma relação alta, 
validou a preparação de RNA total. A preparação continha 6,6 µg de RNA total que é a 
soma dos RNA mensageiro, RNA ribossômico, RNA de transferência e RNAs de 
espécies menores. 
Para a síntese da primeira fita, depois de algumas PCR em diferentes 
temperaturas e concentrações de MgCl2, verificou-se que a melhor temperatura de 
anelamento foi a de 68°C e a concentração mais adequada de MgCl2 foi de 2,5 mM. A 
síntese da primeira fita de DNA foi feita nessas condições e com o “primer race adapter 
3’”. Já a síntese da segunda fita de DNA e as demais reações de amplificação por PCR 
foram feitas com o oligonucleotídeo degenerado (CeEI-ODN), construído com base na 
seqüência de aminoácidos da porção N-terminal do inibidor de elastase nativo, e o 
“Abridged Universal Amplification Primer”, seguindo as mesmas condições citadas a 
cima.  
A análise em gel de agarose do DNA de dupla fita mostrou uma banda 
predominante com, mais ou menos, 700 pb, correspondente aos genes do CeEI. 
Sementes colhidas após diferentes tempos de floração apresentaram essa mesma 
banda, em menores ou maiores intensidade (FIGURA 9). 
A banda foi então extraída do gel de agarose, purificada e amplificada por nova 
PCR. A banda não coincidiu com bandas obtidas nos controles feitos com apenas um 
dos “primers” (FIGURA 10).  
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FIGURA 9: Eletroforese em gel de agarose para avaliar a obtenção do fragmento 
de cDNA de CeEI por PCR 
Gel: agarose 1,2% 
poço 1: padrões de pares de bases;  
poço 2: DNA de sementes descascadas, colhidas oito semanas após a floração em São Paulo,  
poço 3: DNA de sementes com cascas, colhidas oito semanas após a floração em São Paulo;  
poço 4: DNA de sementes com cascas, colhidas três semanas após a floração em São Paulo;  
poço 5: DNA de sementes descascadas, colhidas oito semanas após a floração em Piracicaba;  
poço 6: DNA de sementes com cascas, colhidas oito semanas após a floração em Piracicaba.  
Todas as amostras apresentaram uma banda com tamanho esperado para o fragmento 
de cDNA de CeEI; porém, uma maior quantidade DNA foi encontrada nas sementes 
descascadas, colhidas oito semanas após a floração no Instituto de Botânica de São 
Paulo. 
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FIGURA 10: Eletroforese em gel de agarose para avaliar a amplificação do 
fragmento de cDNA de CeEI por PCR 
Gel: agarose 1,2% 
poço 1: padrões de pares de bases;  
poço 2: DNA amplificado por PCR com os oligonucleotídeos ODN-CeEI e AUAP;  
poço 3: DNA amplificado por PCR com o oligonucleotídeo ODN-CeEI (controle);  
poço 4: DNA amplificado por PCR com o oligonucleotídeo AUAP (controle). 
Os genes do CeEI apresentaram aproximadamente 700 pares de bases. 
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5.4.2 Seqüenciamento automático de DNA em vetor pGEM®-T easy 
Para o seqüenciamento do DNA de clones contendo o fragmento de cDNA de 
CeEI (em vetor pGEM®-T easy) que cresceram na placa contendo ampicilina, ou seja, 
resistentes a esse antibiótico, fez-se a PCR com nucleotídeos contendo marcadores 
fluorescentes. As seqüências de nucleotídeos obtidas foram traduzidas para 
aminoácidos utilizando o programa de computador DNAMAN (FIGURAS 11 e 12). 
Os seqüenciamentos demonstraram algumas diferenças de aminoácidos entre 
dois clones, conforme mostrado na FIGURA 13. Apesar disso, quando as seqüências 
foram alinhadas pelo programa BLAST (“Basic Local Alignment Search Tool”, 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), ambas apresentavam grande similaridade (99,4%) 
com as seqüências das proteínas Mpc 20 e Glycine max (FIGURA 13). As seqüências 
de nucleotídeos e de resíduos de aminoácidos apresentaram identidade de 64-67% e 
45-49%, respectivamente, de alinhamento com inibidores de proteases da família do 
tipo Kunitz de SBTI (Soybean Trypsin Inhibitor).  
 
5.4.3 Clonagem dos fragmentos de DNA em vetor pET-14b 
A banda de DNA de aproximadamente 700 pb, foi novamente extraída do gel de 
agarose e purificada; em seguida, fez-se a digestão do vetor pET–14b e dos 
fragmentos com as enzimas de restrição NdeI e BamH1, seguida da reação de ligação 
dos fragmentos ao vetor pET–14b, transformação de E. coli cepa DH5α por 
eletroporação e seleção de clones positivos inicialmente por resistência à ampicilina.  
Para verificar as inserções dos fragmentos no plasmídeo, utilizaram-se os 
oligonucleotídeos T7 “terminator” e T7 “promoter” que flanqueiam os insertos em PCR 
o que resultou em bandas de DNA de 800 pb (FIGURA 14). 
Midi preparações foram feitas, com os clones positivos, para se obter maior 
quantidade de DNA plasmidial.  
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TTT TGT TGT CGA CAC TGA GGG GAA CCT GAT GCA GAA TGG CGG TTC ATA 
 F   V   V   D   T   E   G   N   L   M   Q   N   G   G   S   Y  
   1             16 
CTA CAT CTT ACC AGT CAT GAG AGG AAG GGG TGG AGG CCT TGG ACT TGA 
 Y   I   L   P   V   M   R   G   R   G   G   G   L   G   L   D  
  17             32 
CAA AAC TGG GAA CGA AAC ATG TCC CAT TTC TGT GGT CCA GTC TCC CTA 
 K   T   G   N   E   T   C   P   I   S   V   V   Q   S   P   Y  
  33             48 
TGA GAC CGA ACA TGG CTT GCC TGT GAG AAT TGC ATC CCC ATA CCT AAT 
 E   T   E   H   G   L   P   V   R   I   A   S   P   Y   L   I  
  49             64 
TCT TAA TAT CTA CGA AGG CCT TCC CTT GTC CTT AGC ATT TAC TGC AGT 
 L   N   I   Y   E   G   L   P   L   S   L   A   F   T   A   V  
  65             80 
ACC AAC ATG TGC CGA GAC ACC TTC ACA GTG GAC AGT GGT TGA AGA TTT 
 P   T   C   A   E   T   P   S   Q   W   T   V   V   E   D   L  
  81             96 
GCC CAC TGG GAA GTC TCT GAA GCT CTC TGG CTT CTA CGA CAA CAA TTT 
 P   T   G   K   S   L   K   L   S   G   F   Y   D   N   N   L  
  97            112 
GAC CGG TTG GTT TAA GAT TCA GAA ATA TAA TAA TGA CTA TAA GCT TAC 
 T   G   W   F   K   I   Q   K   Y   N   N   D   Y   K   L   T  
  113            128 
GTT CTG TGC TCT TAA CAG TGC CAC TTG TGG AGA TGT TGG CGT TAA TGT 
 F   C   A   L   N   S   A   T   C   G   D   V   G   V   N   V  
  129            144 
CGA TGA AAA TGG AGT TAG ACA GAT GGT TGT GGG TGA AGC AAA CGG TCC 
 D   E   N   G   V   R   Q   M   V   V   G   E   A   N   G   P  
  145            160 
CCT GCT TGT TAT GTT CAA GAA GGC CAC TGA GTC TTC TGC TAA TAT TAA 
 L   L   V   M   F   K   K   A   T   E   S   S   A   N   I   K  
  161            176 
ACT TCG AGG TGC TAT ATA AAT TNA TAA GAA TCG TAG GAG CTT CCA TCA 
 L   R   G   A   I   * 
  177              181 
TGC TGT CTA TGG AAA AGT GTT GTA CTT TTC TCA TAG ATA TGT ACC CGC  
TCT TNC TCT AAA ATA AAA AAG CTC CCT TTT TGG ATC AAG TNG TGA AAA  
AAA AAA AAA AAA AAA AAA ANG TTA CTA AGT TCN ACG CCG TGG GCA AAT  
CAA CTA ANT TGA AAT TTC CGC GGG CCC GCC TTG CAA GG 
 
 
FIGURA 11: Seqüência de nucleotídeos e seqüência de aminoácidos traduzida do 
cDNA do CeEI-4  
O sinal de poliadenilação está em letras vermelhas sublinhadas e a cauda de poli A está em 
letras vermelhas. A seqüência de aminoácidos do CeEI está mostrado em negrito. O número 
dos aminoácidos está em azul e o códon de terminação, em verde.  
Destacados em amarelo, estão os aminoácidos obtidos pela seqüência da porção N-terminal 
da proteína purificada. 
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TTT GTT GTT GAC ACA GAA GAA AAC CTG ATG CAG AAC GGG GGT TCA TAC 
 F   V   V   D   T   E   E   N   L   M   Q   N   G   G   S   Y 
  1             16 
TAC ATC TTA CCA GTC ATA AGA GGA AAG GGT GGA GGC CTT GGA CTT GAC 
 Y   I   L   P   V   I   R   G   K   G   G   G   L   G   L   D 
  17             32 
AAA ACT GGG AAC GAA ACA TGT CCC ATT TCT GTG GTC CAG TCT CCC TTT 
 K   T   G   N   E   T   C   P   I   S   V   V   Q   S   P   F  
  33             48 
GAT ACC GAA CAT GGC TTG CCC GTG AGA ATT GCA TCC CCA TAC CTA ATT 
 D   T   E   H   G   L   P   V   R   I   A   S   P   Y   L   I  
  49             64 
CTT AAT ATC TAT GAA GGC CTT CCC TTG TCC TTA GCA TTT ACT GCA GTA 
 L   N   I   Y   E   G   L   P   L   S   L   A   F   T   A   V  
  65             80 
CCA ACA TGT GCC GAG ACA CCT TCA CAG TGG ACA GTG GTT GAA GAT TTG 
 P   T   C   A   E   T   P   S   Q   W   T   V   V   E   D   L    
  81             96 
CCC ACT GGG AAG TCT CTG AAG CTC TCT GGC TTC TAC GAC AAC GCA ATG 
 P   T   G   K   S   L   K   L   S   G   F   Y   D   N   A   M    
  97            112 
AGC GGC TGG TTT AAC ATT CAG AAA TAT GCA AAT GAC TAT AAG CTT ACG 
 S   G   W   F   N   I   Q   K   Y   A   N   D   Y   K   L   T  
 113            128 
TTC TGC CCT CGT GAC AGT GAC ACT TGC GGA GAT GTT GGT GTT AAT GTC 
 F   C   P   R   D   S   D   T   C   G   D   V   G   V   N   V  
 129            144 
GAT GAA AAT GGA GTT AGA CAG ATG GTT GTG GAT GAA GCG AAT GGT CCC 
 D   E   N   G   V   R   Q   M   V   V   D   E   A   N   G   P  
 145            160 
CTG CTT GTT ATG TTC AAG AAG GCC ACT GAA TCT TCT ACT AAT ATT AAA 
 L   L   V   M   F   K   K   A   T   E   S   S   T   N   I   K  
 161            176 
CTT CGA GGT GCT ATA TAA ATT AAT AAG ACA GTA GGA GCT TCC ATC ATG 
 L   R   G   A   I   *  
 177              181 
CTG TCT ATG GAA AAG TGT TGT ACT TTC TCA TAG TTA TGT ACC ACT CTT  
ACT CTA AAT AAA AGC TCC TTT TAA TTT TGA TTA AA AAA AAA AAA AAA  
GTA CTA GTC GAC GCG TGG CCA ATC GAA TTC CCG CGG CCG CCA TGG CGG  
CCG GGA GCA TGC GAC GTC GGG CCC AAT TCG CCC TAT AGT GAG TCG TAT  
TAC AAT CNC NNT NNC CAT NAT GTG ANG NAN NNC CC 
 
 
FIGURA 12: Seqüência de nucleotídeos e seqüência de aminoácidos traduzida do 
cDNA do CeEI-5  
O sinal de poliadenilação está em letras vermelhas sublinhadas e a cauda de poli A está em 
letras vermelhas. A seqüência de aminoácidos do CeEI está mostrado em negrito. O número 
dos aminoácidos está em azul e o códon de terminação, em verde.  
Destacados em amarelo, estão os aminoácidos obtidos pela seqüência da porção N-terminal 
da proteína purificada. 
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CeEI-4                                                                                              FVVDTEENLMQNGGSYYILPVIRG 
CeEI-5                                                                                              FVVDTEGNLMQNGGSYYILPVMRG 
Mcp20                   MKSTTSLALFLLCALTSSYLPSATADIVFDTEGNPIRNGGTYYVLPVIRG  
Glycine max          MKSTTSVALFLLCALTSSYLPSTA-DIVFDTEGNPIRNGGTYYVLPVIRG  
     P1 P1’ 
CeEI-4                          KGGGLGLDKTGNETCPISVVQSPFDTEHGLPVRIASPYLILNIYEGLP 
CeEI-5                          RGGGLGLDKTGNETCPISVVQSPYETEHGLPVRIASPYLILNIYEGLP 
Mcp20                          KGGGIEFAKTETETCPLTVVQSPFEVSKGLPLIISSPFKILDITEGLI 
Glycine max                 KGGGIEFAKTETETCPLTVVQSPFEVSKGLPLIISSPFKILDITEGLI 
 
 
CeEI-4                             LSLAFTAVPTCAETPSQWTVV-EDLPTGKSLKLSGFYDNAMSGWFNIQ 
CeEI-5                             LSLAFTAVPTCAETPSQWTVV-EDLPTGKSLKLSGFYDNNLTGWFKIQ 
Mcp20                             LSLSFTYVPPCASTPSRWTVILKGLPEELHVKLTG-YKNTIDGWFRIQ 
Glycine max                    LSLSFTYVPPCASTPSRWTVILKGLPEELHVKLTG-YKNTIDGWFRIQ 
 
CeEI-4                                     K---YANDYKLTFCPRD-SDTCGDVGVNVDENGVRQMVVD-EANG 
CeEI-5                                     K---YNNDYKLTFCALN-SATCGDVGVNVDENGVRQMVVG-EANG 
Mcp20                                     R-SSESNYYKLVFCTSNDDSSCGDIVAPIDREGNRPLIVTHDQNH 
Glycine max                            RASSESNYYKLVFCTSNDDSSCGDIVAPIDREGNRPLIVTHDQNH 
 
 
CeEI-4                                      PLLVMFKK--ATESSANIKLRGAI 
CeEI-5                                      PLLVMFKK--ATESSTNIKLRGAI 
Mcp20                                      PLLVQFQKVEAYESS 
Glycine max                             PLLVQFQKVEAYESS 
 
 
 
 
FIGURA 13: Comparação de seqüências de aminoácidos de CeEIs e inibidores de 
tripsina  
CeEI-4, inibidor putativo de elastase de C. echinata, resultante da colônia 4 
CeEI-5, inibidor putativo de elastase de C. echinata, resultante da colônia 5 
Mcp20, inibidor de tripsina de Matricaria chamomilla. No. de acesso: 18143655; 
Glycine max, inibidor de tripsina p20 de Glycine max. No. de acesso: 5381209. 
Os aminoácidos idênticos estão mostrados em vermelho e os equivalentes em azul. Os 
resíduos de cisteína estão destacados em amarelo. Um sítio hipotético de N-glicosilação (NET) 
está destacado em cinza e os aminoácidos das posições P1 e P1’ estão destacados em azul.  
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FIGURA 14: Eletroforese em gel de agarose para verificar a ligação do fragmento 
de cDNA de CeEIs no plasmídeo pET-14b  
Gel: agarose 1,2% 
poço 1: DNA amplificado por PCR da mistura de ligação do fragmento de DNA de CeEI-4 e o 
vetor pET-4b, utilizando-se os oligonucleotídeos T7 “promoter” e T7 “terminator”;  
poço 2: DNA amplificado por PCR da mistura de ligação do fragmento de DNA de CeEI-5, 
utilizando-se os oligonucleotídeos T7 “promoter” e T7 “terminator”;  
poço 3: padrões de pares de bases. 
A ligação dos insertos ao vetor pET-14b, com os oligonucleotídeos T7 “promoter” e T7 
“terminator”, apresentaram aproximadamente 800 pares de bases. 
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5.5 Expressão dos CeEIs recombinantes 
Inicialmente, bactérias E. coli da cepa BL21(trxB)pLys foram transformadas com 
os plasmídeos contendo os insertos, porém não houve expressão dos CeEIs 
recombinantes. Por isso, as midi preparações foram repetidas e E. coli da cepa Rosetta 
gami, transformadas com os plasmídeos contendo os insertos, foram selecionadas por 
resistência à ampicilina, tetramicina, clorofenicol e canamicina.  
As colônias resistentes aos quatro antibióticos foram transferidas para o meio 
líquido e, após atingirem a fase exponencial do crescimento, parte do material teve a 
expressão do inibidor induzida com IPTG (1 mM).  
Para confirmar a transformação das colônias e a presença dos fragmentos de 
cDNAs de CeEI, realizaram-se PCRs com oligonucleotídeos específicos para os 
cDNAs de CeEI (FIGURA 15). 
A expressão dos inibidores recombinantes foi avaliada por eletroforese em gel 
de poliacrilamida e atividade inibitória. 
A análise em eletroforese em gel de poliacrilamida mostrou várias bandas de 
diferentes tamanhos; porém, nas colônias induzidas, as bandas predominantes foram 
de aproximadamente 23 kDa, correspondentes aos CeEIs recombinantes. Nesses 
mesmos géis, foi possível verificar que as colônias 4-B da FIGURA 16 e 5-A da 
FIGURA 17 apresentavam maiores quantidades de CeEIs recombinantes, em 
comparação com as outras colônias, após indução (FIGURAS 16 e 17).  
Após alguns testes de inibição e a análise em eletroforese em gel de 
poliacrilamida, as colônias que apresentaram maior expressão foram escolhidas para 
expressão em escala preparativa. 
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FIGURA 15: Gel de agarose para verificação das transformações das colônias  
Gel: agarose 1,2% 
poço 1: DNA amplificado por PCR da colônia 5-A;  
poço 2: DNA amplificado por PCR da colônia 5-B, 
poço 3: padrões de pares de bases; 
poço 4: DNA amplificado por PCR da colônia 4-A; 
poço 5: DNA amplificado por PCR da colônia 4-B; 
poço 6: DNA amplificado por PCR da colônia 4-C 
Os genes do CeEI apresentaram aproximadamente 600 pares de bases. 
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FIGURA 16: Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS das proteínas de 
lisado de bactérias contendo o cDNA de CeEI-4 
Géis: de separação, 12% e concentração, 5% 
Revelação das proteínas: solução de Coomassie Blue. 
Amostras: Proteínas resultantes da lise de bactérias das colônias 4 A, B e C. 
poço 1: padrão de massas moleculares; 
poço 2: colônia 4-B induzida; 
poço 3: colônia 4-B não induzida; 
poço 4: colônia 4-A não induzida; 
poço 5: colônia 4-A induzida; 
poço 6: colônia 4-C não induzida; 
poço 7: colônia 4-C induzida. 
A colônia 4-B induzida expressou maior quantidade do CeEI recombinante. 
CeEI 
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FIGURA 17: Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS das proteínas de 
lisado de bactérias contendo o cDNA de CeEI-5  
Géis: de separação, 12% e concentração, 5% 
Revelação das proteínas: solução de Coomassie Blue. 
Amostras: Proteínas resultantes da lise de bactérias das colônias 5 A e B. 
poço 1: colônia 5-B induzida; 
poço 2: colônia 5-B não induzida; 
poço 3: colônia 5-A induzida; 
poço 4: colônia 5-A não induzida; 
poço 5: padrão de massas moleculares. 
A colônia 5-A induzida expressou maior quantidade do CeEI recombinante. 
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5.6 Purificação dos CeEIs recombinantes 
5.6.1 Cromatografia de afinidade dos CeEIs recombinantes 
Após as lises das bactérias e centrifugação dos materiais, os sobrenadantes 
contendo o CeEI-4 e CeEI-5, foram separadamente cromatografados em colunas de 
Ni-Sepharose, seguidas de cromatografias em coluna de troca iônica Hi Trap Q, em 
sistema de FPLC. Os perfis de eluição de CeEI-4 e CeEI-5 das cromatografias de 
afinidade estão mostrados na FIGURA 18. A atividade inibitória sobre elastase foi 
encontrada principalmente entre as frações 36 e 41 para CeEI-4 (FIGURA 18-A) e 
entre as frações 34 e 50 para CeEI-5 (FIGURA 18-B). 
 
5.6.2 Cromatografia de troca iônica dos CeEIs recombinantes 
O “pool” das frações com maior atividade inibitória sobre elastase foi submetido 
a uma cromatografia de troca iônica em coluna Hi Trap Q em sistema de FPLC. Os 
perfis de eluição estão mostrados na FIGURA 19. A atividade inibitória sobre elastase 
foi encontrada principalmente nas frações de 20 a 40 para a CeEI-4 e de 23 a 38 para 
a CeEI-5. 
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FIGURA 18: Cromatografias de afinidade dos CeEIs recombinantes 
Coluna: Ni-Sepharose 
Tampão de equilíbrio: Tris 20 mM, pH 7,5, contendo NaCl 0,3 M 
Amostra: sobrenadante resultante da lise das bactérias. A) CeEI-4 e B) CeEI-5 
Eluição: “step wise” com imidazol 0,02 M e 0,5 M, em tampão Tris 20 mM pH 7,5, contendo 
NaCl 0,3 M. 
A maior atividade inibitória sobre elastase foi encontrada nas frações: A) 36 a 41 e B) 34 
a 50. 
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FIGURA 19: Cromatografias de troca iônica dos CeEIs recombinantes 
Coluna: Hi Trap Q-FF (5ml), em sistema de FPLC 
Tampão de equilíbrio: Tris 50 mM pH 8,0 
Amostras: “pool” das frações 36 a 40 de CeEI-4 e 34 a 54 de CeEI-5 eluídas da coluna de Ni-
Sepharose, com tampão contendo imidazol 0,5 M, dialisado e filtrado 
Fluxo: 1,0 mL/min 
Eluição: 0 a 100 % de NaCl 1M, em 60 minutos 
A maior atividade inibitória sobre elastase foi encontrada nas frações: CeEI-4 de 20 a 40 
e CeEI-5 de 23 a 38. 
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5.7 Caracterização dos CeEIs recombinantes 
5.7.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 
Em SDS-PAGE, pode-se demonstrar a eficiência obtida nas etapas de 
purificação das proteínas recombinantes (FIGURA 20). Além disso, após a 
cromatografia de troca iônica, os CeEIs apresentaram-se puros com somente uma 
banda de massa molecular de aproximadamente 23 kDa. O CeEI-4 apresentou massa 
molecular um pouco maior do que o CeEI-5 (FIGURA 20).  
 
5.7.2 Determinação da atividade inibitória sobre diferentes serinoproteases 
Os CeEIs recombinantes não foram capazes de inibir subtilisina A, elastase 
pancreática porcina ou tripsina; porém, inibiram fortemente elastase de neutrófilo 
humano e quimotripsina com constantes de inibição semelhantes. 
 
5.7.3 Determinação das constantes inibitórias (Ki) 
Ensaiando-se uma solução padronizada de elastase de neutrófilo humano com 
CeEI em diferentes concentrações, foi possível determinar as constantes inibitórias dos 
dois inibidores recombinantes. As constantes inibitórias foram semelhantes para as 
duas colônias (FIGURA 21).  
Em relação a quimotripsina, o CeEI-4 recombinante apresentou um Ki cerca de 4 
vezes melhor do que o CeEI-5 recombinante (FIGURA 22). 
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FIGURA 20: Eletroforese em gel de poliacrilamida dos CeEIs recombinantes das 
diferentes etapas de purificação  
Géis: de separação, 12% e concentração, 5%.  
Revelação das proteínas: solução de Coomassie Blue. 
Amostras: amostras dialisadas de todas as etapas de purificação dos CeEIs recombinantes. 
poço 1: colônia 4 não induzida;  
poço 2: colônia 4 induzida;  
poço 3: CeEI-4 eluído com 0,5 M de imidazol da Ni-Sepharose;  
poço 4: CeEI-4 “pool” do material eluído da Hi Trap Q;  
poço 5: padrão de massas moleculares;  
poço 6: CeEI-5 eluído da Hi Trap Q;  
poço 7: CeEI-5 eluído com 0,5 M de imidazol da Ni-Sepharose;  
poço 8: colônia 5 induzida;  
poço 9: colônia 5 não induzida.  
Os CeEIs recombinantes apresentaram massa molecular de aproximadamente 23 kDa. 
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FIGURA 21: Curva de inibição de elastase de neutrófilo humano por CeEI-4 e 
CeEI-5 recombinantes  
Elastase de neutrófilo humano titulada foi incubada com CeEIs recombinantes em diferentes 
concentrações, em tampão Tris 50 mM pH 8,0, por 10 minutos a 37oC; logo após, o substrato 
MeO-Suc-Ala-Ala-Pro-Val-pNan foi adicionado e sua hidrólise foi acompanhada pela leitura da 
absorbância em 405 nm. 
A) Ki CeEI-4 = 0,7 nM e B) Ki CeEI-5 = 0,7 nM 
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FIGURA 22: Curva de inibição de quimotripsina por CeEI-4 e CeEI-5 recombinan-
tes 
Quimotripsina titulada foi incubada com CeEIs recombinantes em diferentes concentrações, em 
tampão Tris 50 mM pH 8,0, por 10 minutos a 37oC; logo após, o substrato Suc-Phe-pNan foi 
adicionado e sua hidrólise foi acompanhada pela leitura da absorbância em 405 nm. 
A) Ki CeEI-4 = 31,2 nM e B) Ki CeEI-5 = 145 nM 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6. DISCUSSÃO 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Discussão 
 73
Os tecidos vegetais com alto valor nutricional, como sementes e raízes, possuem 
grandes quantidades de proteínas, sendo freqüentes alvos de predadores (Christeller, 
2005). A exata função dessas proteínas para a planta ainda não é completamente 
definida; porém, acredita-se que o seu papel seja de defesa da planta (Christeller, 
2005; Lawrence, Koundal, 2002). 
Assim como as de outras leguminosas (Hara et al., 1989; Antcheva et al., 1996; 
Batista et al., 1996; Mello et al., 2006), as sementes de C. echinata apresentam 
grandes quantidades de proteínas, dentre elas, enzimas e seus inibidores (Cruz-Silva 
et al., 2005).  
No nosso laboratório, já foram identificados nas sementes de C. echinata algumas 
proteases, inibidores de serino e cisteinoproteases. No presente trabalho, foi feita a 
purificação e caracterização do inibidor de elastase (CeEI), assim como a clonagem de 
fragmentos de cDNA que codificam CeEIs e a expressão dos inibidores de elastase 
recombinantes.  
A atividade enzimática, presente em sementes de C. echinata, só pode ser 
verificada quando, na extração salina, o material não foi aquecido, o que garantiu a 
integridade da proteína. Porém, após o aquecimento a 60°C, verificou-se a presença de 
inibidores resistentes ao calor. 
O inibidor de elastase (CeEI) foi então purificado das sementes de C. echinata 
após extração salina, fracionamento por acetona, cromatografia de troca iônica, 
filtração em gel e cromatografia de fase reversa. Essa purificação foi mais difícil que a 
realizada para o CeKI - inibidor de calicreína plasmática humana (Cruz-Silva et al., 
2004), porque as sementes apresentam concentrações maiores de CeKI do que CeEI. 
O que justifica a inclusão de mais uma etapa, ou seja a filtração em gel. 
Os inibidores CeEI e CeKI apresentaram similaridade na porção N-terminal  da 
proteína; porém, o CeKI não inibiu elastase assim como o CeEI não inibiu calicreína 
plasmática; possivelmente, pela diferença entre resíduos de aminoácidos no sítio 
reativo necessários para a interação entre as duas proteínas.  
Analisando-se o perfil da cromatografia de fase reversa, pode-se verificar que a 
purificação do CeEI foi bem sucedida (FIGURA 3). Pela eletroforese, confirmou-se a 
massa molecular de aproximadamente 23 kDa, a não formação de dímeros e a 
presença de uma única cadeia polipeptídica; porém, a análise do gel de eletroforese 
também sugere a hipótese da presença de isoformas do inibidor (FIGURA 4).  
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Além de inibir a elastase de neutrófilo humano, o CeEI apresentou atividade 
inibitória sobre tripsina e elastase pancreática porcina. A seqüência N-terminal da 
proteína mostrou similaridade com a dos inibidores de tripsina da família Kunitz, com 
exceção da metionina como décimo aminoácido, o que não é comum nesses inibidores 
(FIGURA 13).  
A constante de inibição também corroborou a hipótese da presença de mais de 
uma isoforma desse inibidor. Obteve-se um Ki de 1,9 nM para elastase de neutrófilo 
humano (FIGURA 5). 
Após a purificação e caracterização do CeEI, realizou-se o teste de sua ação na 
atividade da elastase in vivo e, para isso, escolheu-se um modelo de edema em 
pulmão isolado de coelho, de cujos resultados poder-se-ia ter informações importantes 
sobre algumas patologias desse órgão. 
Sabe-se que sepse, politrauma e reperfusão pós-isquemia são caracterizados 
pelo recrutamento e ativação de PMNs, em particular dos neutrófilos, na circulação 
pulmonar, levando a uma disfunção ou falência dos pulmões inicialmente não afetados 
(Redl et al., 1993). Os mediadores liberados dos PMNs ativados são os principais 
responsáveis pela destruição dos capilares, com um conseqüente desenvolvimento de 
edema intersticial secundário, por aumento da permeabilidade vascular (Schlag et al., 
1993). Dentre esses mediadores, a elastase e radicais livres operam de modo sinérgico 
(Neuhof et al., 2003), são considerados os fatores patogênicos cruciais. O 
extravasamento vascular induzido por PMNs ativados pode ser reduzido 
significativamente em modelos animais por inibidores de elastase (Neuhof et al., 1989; 
Nishina et al., 1997; Kishima et al., 1998; Yamasaki et al., 1999; Haglo et al., 2001).  
O modelo do pulmão isolado de coelho escolhido para estudar a formação de 
edema, tem a grande vantagem de permitir que se trabalhe com pulmões livres de 
componentes celulares e humorais do sangue, evitando outras interações entre PMNs 
e os inibidores testados (Baird et al., 1986). 
Para essa metodologia, optou-se pelo uso de PMNs isolados de sangue humano; 
pois, além da facilidade de obtenção, pode-se fazer a quantificação imunológica da 
elastase, tendo em vista que somente o anticorpo anti-elastase humana é 
comercialmente disponível. As células foram analisadas por hemocitometria e, como se 
pode observar na FIGURA 6, não houve diferença significativa na quantidade de PMNs 
em cada grupo. 
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Para garantir que o edema fosse provocado somente pela elastase, os pulmões 
foram tratados com um bloqueador de ciclo- e lipo-oxigenase (diclofenaco de sódio), 
com antagonistas do fator ativador de plaquetas (WEB2086) e dos receptores H1 
(maleato de dimetidena) e H2 (cimetidina) de histamina. 
Para a ativação dos PMNs foi usado zymosan A desnaturado, que, ao contrário 
dos agentes solúveis, tem a vantagem de estimular somente os PMNs intravasculares 
(Opdahl et al., 1987). 
Antes do início dos experimentos, a PAP foi monitorada para se ter certeza de 
que nenhum outro evento, como embolia, estivesse contribuindo para o ganho de 
massa pelo pulmão. Durante os experimentos, ela também foi continuamente 
monitorada, para acompanhar o desenvolvimento do edema. 
O aumento da PAP nos grupos com elastase liberada pelos PMNs, que induziria a 
formação do edema (FIGURA 7), poderia estar relacionado a uma diminuição da área 
de troca ocasionada pelo próprio edema, pois já foi observado na análise da mecânica 
respiratória da SARA, uma diminuição da complacência estática do sistema respiratório 
e um aumento na resistência das vias áreas (Cotran, 1999). Também já foi mostrado 
que a elastase de neutrófilo humano está diretamente relacionada à hipertensão 
pulmonar, tendo sido visto que a utilização de inibidores de elastase foi capaz de 
reverter completamente a hipertensão fatal em ratos (Cowan et al., 2000a). Uma 
possível explicação para esse fato seria que serinoproteases do tipo elastase são 
capazes de expressar e/ou ativar metaloproteases cujo aumento induz a produção de 
uma glicoproteína de matriz extracelular, intimamente ligada à hipertensão arterial 
pulmonar (Cowan et al., 2000b).  
O aumento da pressão arterial pulmonar, observada até mesmo no controle 1, 
que não teve os PMNs estimulados por zymosan A, foi diminuído pelo CeEI, (FIGURA 
7). A ação do CeEI, que impediu o aumento da PAP, poderia ser explicada por um 
mecanismo próprio ou pela interferência desse inibidor na produção de óxido nítrico, já 
que se sabe que a diminuição da PAP, em pacientes com hipertensão pulmonar 
associada à SARA, esta relacionada à produção de óxido nítrico, um vasodilatador 
pulmonar produzido por PMNs (Kawabata et al., 2002).  
O edema também foi medido pelo ganho de massa pulmonar, uma vez que 
durante a sua formação há um aumento no coeficiente de filtração capilar com 
conseqüente acúmulo de líquido de perfusão nesse órgão (Koch et al., 1992). Como 
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observado na FIGURA 8, o controle 1, que não teve os PMNs estimulados com 
zymosan A, apresentou menor massa final do que o controle 2, onde os PMNs 
estimulados, liberando elastase, provocaram a formação de edema.  
Como era de se esperar, o CeKI, que inibe enzimas plasmáticas, como huPK, 
plasmina, fator Xa e fator XIIa, mas não inibe calicreína tissular, não teve ação no 
órgão isolado, eliminando a possibilidade de que outros fatores sangüíneos, ou 
simplesmente de uma proteína qualquer, pudessem interferir na formação do edema. 
Os órgãos tratados por CeEI, por sua vez, tiveram um menor aumento de massa, 
sugerindo que a elastase exerceu a sua ação inibitória, retardando a formação do 
edema (FIGURA 8). Confirmando a importância da elastase nessa patologia, o CeEI, 
mas não o CeKI, foi eficaz nesse modelo (FIGURAS 7 e 8).  
Na busca de novos esclarecimentos, optou-se também por um modelo 
experimental de edema pulmonar em animais inteiros. Entretanto, quando ratos 
receberam doses intravenosas de 50, 500 ou 5000 µg do CeEI/kg de massa corpórea, 
apresentaram glomerulonefrite, uma semana após a injeção do inibidor. Assim sendo, 
como foi impossível trabalhar com esse modelo, decidiu-se por sintetizar uma molécula 
que fosse capaz de inibir a elastase, e pequena o suficiente para não causar os efeitos 
colaterais observados. Para isso, optou-se por fazer inicialmente a clonagem do 
inibidor, a partir do RNAm. 
O RNA total e o RNAm podem ser utilizados como moldes iniciais para a RT-
PCR, porém  ambos devem estar livres de contaminantes, como polissacarídeos e 
polifenóis, que interferem no processo de transcrição reversa (Schultz et al., 1994). 
Assim, a qualidade e a pureza do molde de RNA inicial são indispensáveis. 
Para a extração do RNA total, sementes verdes de C. echinata foram 
empregadas, uma vez que os RNAs mensageiros para os inibidores da família Kunitz 
são altamente expressos durante o estágio de maturação do desenvolvimento das 
sementes (Vodkin, Scandalios, 1981; Hammond et al., 1984), sendo também expressos 
após esse período, mas em menores quantidades. Na FIGURA 9 pode-se ver que, a 
partir de três semanas da floração, as sementes já apresentam RNAm para o CeEI. 
Essa característica se manteve mesmo na oitava semana, tanto nas sementes 
oriundas de Piracicaba como nas de São Paulo.  
Apesar de cerca de 28,5% de variabilidade genética ser encontrada entre as sub-
populações de C. echinata (Cardoso et al., 1998), os inibidores purificados parecem 
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estar presentes nessas sub-populações, conforme demonstrado em trabalho anterior 
(Cruz-Silva et al., 2004), no qual utilizaram-se também, para comparação, sementes de 
C. echinata colhidas na Escola Superior de Agronomia “Luiz de Queiroz” (ESALQ), da 
cidade de Piracicaba e do Instituto de Botânica de São Paulo. 
O provável gene do CeEI seria um fragmento de DNA amplificado de 
aproximadamente 700 pb, correspondente à região que codificaria a proteína (23 kDa) 
somada à cauda de poliadenosina; fragmento de DNA com o tamanho esperado foi 
especificamente amplificado, visto que esse fragmento não estava presente nas PCRs 
controle, feito com apenas um dos oligonucleotideos ODN-CeEI ou AUAP (FIGURA 
10).  
A confirmação da obtenção do fragmento de cDNA codificante para CeEI foi 
realizada em vetor de clonagem pGEM®-T. Algumas das colônias resistentes à 
ampicilina foram usadas para a reação de seqüenciamento, para se verificar a inserção 
do cDNA no vetor; porém, foram obtidas duas seqüências com o mesmo sítio reativo e 
alguns aminoácidos diferentes (FIGURAS 11 e 12), o que poderia confirmar a hipótese 
da existência de isoformas do inibidor. Essas substituições de aminoácidos na 
seqüência da proteína também podem ser atribuídas à existência de polimorfismo dos 
genes dos inibidores (Kouzuma et al., 1997; Kuramitsu et al., 1996). Além disso, muitos 
inibidores, se não forem todos, estão presentes como pequenas famílias de genes com 
especificidades alteradas entre seus membros (Christeller, 2005). As seqüências de 
resíduos de aminoácidos, deduzidas da seqüência de nucleotídeos obtidas para os 
CeEIs, apresentaram similaridade com a de outros inibidores de proteases do tipo 
Kunitz (FIGURA 13), mostrando um alinhamento perfeito das pontes dissulfeto e 
conservação de resíduos de aminoácidos da porção N-terminal, e confirmando, assim, 
a autenticidade dos fragmentos dos cDNAs. Apesar de ter 94% de identidade com os 
inibidores de tripsina de Matricaria chamomilla (Mcp-20) e p20 de Glycine max, o CeEI 
não possui os 27 aminoácidos iniciais, correspondentes ao peptideo sinal, tendo em 
vista a estratégia de clonagem utilizada. 
Os resíduos de aminoácidos e as seqüências de nucleotídeos de CeEIs 
apresentaram 45-49% e 64-67%, respectivamente, de similaridade com inibidores da 
família tipo Kunitz de SBTI (FIGURAS 11, 12 e 13), além de resíduos de cisteína (Cys-
65, Cys-108, Cys-158 e Cys-166) conservados (Ashida et al., 2000). 
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Para a expressão dos CeEIs, inicialmente tentou-se usar a E. coli cepa 
BL21(trxB)pLys; porém, não se obteve sucesso. Apesar da confirmação da inserção 
correta dos fragmentos de cDNAs de CeEIs, pela PCR em gel de agarose e da 
presença de uma banda correspondente às massas moleculares dos CeEIs em SDS-
PAGE, o material não apresentou atividade inibitória (dados não mostrados). Esse 
resultado pode ser explicado, possivelmente, porque as bactérias expressavam as 
proteínas com estruturas incorretas, o que as tornavam inativas. A cepa 
BL21(trxB)pLys é mutante de uma tioredoxina redutase (trxB) (Derman et al., 1993); 
porém, a cepa de Rosetta Gami é mutante para duas tioredoxinas redutases (trxB/gor) 
que são as enzimas chave para a maioria das reações de redução, facilitando assim a 
formação de pontes dissulfeto das proteínas expressas no citoplasma da E. coli 
(Dubendorff, Studier, 1991). O que provavelmente explicaria o sucesso obtido com a 
cepa Rosetta Gami (FIGURAS 14 e 15). 
Proteínas expressas em bactérias apresentam-se, em pequena porcentagem, na 
forma solúvel e monomérica, enquanto que mais de 95% delas pode estar na forma de 
corpos de inclusão; esses são agregados insolúveis de espécies enoveladas 
incorretamente, que representam mais de 50% das proteínas celulares. Esse agregado 
proteico insolúvel ocorre devido à alta quantidade de proteínas heterólogas no 
citoplasma bacteriano, o que proporciona interações eletrostáticas e/ou hidrofóbicas 
intermoleculares (Futami et al., 2000). A ocorrência dos agregados proteicos prejudica 
a obtenção da proteína de interesse na forma solúvel e em seu enovelamento correto, 
sendo necessárias etapas adicionais para a sua recuperação, que acabam por diminuir 
o rendimento da expressão. Entretanto, estudos demonstraram que IPTG em 
concentrações mais elevadas (0,01 a 0,1 mM) e por período de indução maior 
poderiam aumentar a solubilidade das proteínas e, conseqüentemente, o rendimento 
(Blackwell, Horgan, 1991). Como se pode verificar nas FIGURAS 16 e 17, as bactérias 
induzidas foram capazes de expressar grande quantidade de proteínas com massa 
moleculares de aproximadamente 23 kDa, que são as massas esperadas para os 
inibidores. Já as colônias não-induzidas não expressaram proteínas nos tamanhos 
esperados. 
Após a expressão dos inibidores recombinantes, foram feitas as suas purificações 
e caracterizações.  
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Para a purificação da proteína recombinante, aproveitou-se da presença da cauda 
de histidina inserida à proteína quando se utiliza o vetor pET-14b, que facilita a 
purificação pelo uso de uma cromatografia de afinidade em coluna de Ni-Sepharose. 
Os CeEIs recombinantes foram eluídos com imidazol 0,5 M, sendo o resultado bastante 
satisfatório, pois quase todos os contaminantes foram removidos (FIGURA 18).  
O segundo passo de purificação foi uma cromatografia de troca iônica (coluna Hi 
Trap Q) que foi utilizada tendo em vista os pontos isoelétricos (pIs) teóricos calculados 
com auxílio de um programa de computador (CeEI-4, pI = 5,17; CeEI-5, pI = 4,66). 
Como se pode ver na FIGURA 19, o CeEI-5 foi eluído em uma maior força iônica por 
ter um ponto isoelétrico menor. Os inibidores CeEI-4 e CeEI-5 apresentaram alto grau 
de pureza após a etapa de purificação em cromatografia de troca iônica (FIGURA 20). 
A capacidade inibitória dessas proteínas foi avaliada em ensaios in vitro, 
utilizando-se substratos cromogênicos. Os inibidores CeEI-4 e CeEI-5 recombinantes 
foram capazes de inibir a elastase de neutrófilo humano com Ki de 0,7 nM (FIGURA 
21) e a quimotripsina bovina com menor afinidade, Ki de 31,2 e 145 nM, 
respectivamente (FIGURA 22); porém, foram ineficazes na inibição da elastase 
pancreática porcina, tripsina bovina e subtilisina A Esse fato é interessante, pois apesar 
da elastase de neutrófilo humano apresentar 40% de similaridade com a elastase 
pancreática porcina e menor similaridade com a quimotripsina bovina (Bode et al., 
1989), o CeEI-5 recombinante consegue inibir fortemente a EN diferentemente da 
quimotripsina, o que lhe confere uma importante especificidade para a EN. Certamente, 
a inibição requer interações estruturais, privilegiadas na EN e ausentes na 
quimotripsina, além das fornecidas pela estrutura primária de CeEI-5. 
A clonagem dos fragmentos de cDNA dos CeEIs permitiu o isolamento de duas 
formas do mesmo inibidor. Com isso, a contribuição de cada uma delas poderá ser 
avaliada separadamente, em diferentes modelos e sem a interferência de outras 
isoformas. 
Como já foi visto, as isoformas de inibidores possuem um comportamento comum 
em relação à especificidade de inibição das serinoproteases. No entanto, mudanças 
em aminoácidos, não necessariamente no sítio reativo, podem contribuir para a 
melhora na afinidade e especificidade de cada uma das isoformas. A procura por novas 
isoformas, a partir do cDNA, ou mutações putativas dos fragmentos já clonados, 
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proporcionaria a investigação de novas moléculas mais específicas para EN ou outra 
enzima de interesse.  
Tendo como passo inicial a clonagem, várias outras técnicas poderão ser 
utilizadas, como a mutação no sítio reativo, diminuição da molécula à menor porção 
ativa, fusão de proteínas, entre outras. Essas técnicas poderiam auxiliar no 
entendimento da relação enzima-inibidor e, principalmente, na EN-CeEI para uma 
futura aplicação em diferentes modelos. 
O efeito dos inibidores de proteases tem sido intensamente verificado em diversos 
tipos de modelos de algumas doenças e processos fisiológicos de animais e vegetais. 
Como os inibidores têm sido úteis para a compreensão dos mecanismos envolvidos no 
desenvolvimento de processos fisiológicos e patológicos, poderiam servir como 
importante ferramenta diagnóstica ou medicamentosa.  
Como o CeEI se demonstrou eficaz no modelo de edema pulmonar, a purificação 
de CeEIs recombinantes pode contribuir para o estudo desse inibidor em modelos 
experimentais; pois, além de permitir a avaliação de inibidores isolados e com 
especificidades diferentes, poderia permitir uma melhora na atividade de parte da 
molécula, sem os inconvenientes apresentados pela molécula inteira no modelo. 
Conclui-se, então, que os resultados obtidos nesse trabalho poderão ser úteis na 
geração de novos inibidores mais específicos para aplicações não só na Medicina, mas 
também na Agricultura.  
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8. ABSTRACT 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Abstract 
Proteases are enzymes involved in several biological processes such as 
vasoactive peptides release, blood coagulation, fibrinolysis and complement cascade, 
and are related to serious pathological processes. Elastase is one of the most 
destructive enzymes in the body, and without control by endogenous inhibitors, this 
enzyme may cause damages, as pulmonary edema. As the known inhibitors are 
harmful due to secondary effects, the search for new elastase inhibitors is justified. 
Protease Inhibitors are essential to life maintenance and, in plants, the leguminous have 
an enormous quantity of these proteins in seeds, fruits and roots.  
The aims of the present study were: (i) to purify and characterize a human 
neutrophil elastase inhibitor from C. echinata; (ii) to clone the cDNA of the inhibitor; (iii) 
to express and purify the recombinant inhibitor. 
Our group has worked in the isolation and characterization of different enzymes 
and inhibitors from Caesalpinia echinata (brazil wood) seeds.  
After homogenization of ground peeled seeds in saline solution, acetone 
fractionation, ion-exchange (Resource Q) chromatography, gel filtration (Superdex G-
200) and reverse phase (C-18) chromatography, the one chain 23 kDa Kunitz-type 
elastase inhibitor was obtained (CeEI). This protein presented high inhibitory activity to 
human neutrophil elastase (Ki = 1.9 nM) and decreased both pulmonary artery pressure 
and edema formation in an experimental model using rabbit isolated lungs.  
The CeEI gene was cloned by RT-PCR using RNAm prepared by premature 
seeds. PCR amplified DNA fragment (700 bp) using a degenerated oligonucleotide 
based on the CeEI N-terminal amino acid sequence was ligated into the pGEM-T easy 
vector and sequenced. The translated amino acid sequence of two clones presented 
two putative Kunitz type serine protease inhibitors. The genes were sub-cloned into 
pET-14b vector (the protein is fused to a His-Tag) and the recombinant proteins 
expressed by E. coli Rosetta Gami. The recombinant proteins were purified by affinity 
(Ni-Sepharose) and ion-exchange (Hi-Trap Q) chromatographies. The two purified 
proteins presented dissociation constants for human neutrophil elastase (Ki = 0.7 nM) 
and chymotrypsin (Ki of 145 and 31.2 nM). The comparison of the CeEI amino acid 
sequences with others confirmed these proteins as Kunitz-type soybean trypsin 
inhibitor. 
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Abstract
Caesalpinia echinata is a tree belonging to the Legumi-
nosae family. The red color of the trunk, looking like burn-
ing wood (‘brasa’ in Portuguese), is the origin of the
name Brazil. Seeds of leguminous plants contain high
amounts of serine proteinase inhibitors that can affect
different biological processes. Here we show that a pro-
tein isolated from seeds of C. echinata is able to inhibit
enzymes that participate in blood coagulation and fibri-
nolysis. This inhibitor (CeKI) was purified to homogeneity
by ion exchange and reversed-phase chromatography.
SDS-PAGE indicated a single polypeptide chain with a
molecular mass of 20 kDa. CeKI inhibits human plasma
kallikrein (Kis3.1 nM), plasmin (Kis0.18 nM), factor XIIa
(Kis0.18 nM), trypsin (Kis21.5 nM) and factor Xa
(Kis0.49 mM). CeKI inhibited kinin release from high-
molecular-mass kininogen by kallikrein in vitro. The N-
terminal sequence, determined by automatic Edman
degradation, identified the inhibitor as a member of the
Kunitz family. The secondary structure, determined by
circular dichroism, is mainly a random coil followed by
b-sheet structure. The action of CeKI on enzymes of the
blood-clotting intrinsic pathway was confirmed by pro-
longation of the activated partial thromboplastin time.
Keywords: amino acid sequence; Caesalpinia echinata;
circular dichroism; kinin release; Kunitz-type inhibitor;
serine proteinase inhibitor.
Caesalpinia echinata belongs to the Caesalpinoideae
subfamily of Leguminosae. The red color of the trunk,
looking like burning wood (‘brasa’ in Portuguese) is the
origin of the name Brazil. Although C. echinata is widely
used for different purposes, little is known about the
properties of the proteins present in its seeds.
Inhibitors of proteolytic enzymes are distributed among
all living organisms. Seeds, especially of leguminous
plants, contain large amounts of inhibitors (Shewry,
1995). These proteins can interfere with physiological
processes such as germination and seed maturation, or
they can act as defense proteins against the attack of
seed predators (Sampaio et al., 1996; Shewry and Lucas,
1997).
Different classes of proteinases are known to be inhib-
ited by plant proteins, and the serine and cysteine pro-
teinase inhibitors have been extensively studied. Two
families of plant serine proteinase inhibitors are well char-
acterized. These are Kunitz-type inhibitors with a relative
molecular weight (Mr) of 18 000–22 000, a low cysteine
content and one reactive site, and Bowman-Birk-type
inhibitors with a Mr of 8000–10 000, a high cysteine con-
tent and two reactive sites (Birk, 1985; Richardson,
1991).
Kunitz-type serine proteinase inhibitors are found in
relatively large quantities in the seeds of the three Legu-
minosae subfamilies, Mimosoideae, Caesalpinoideae
and Papilionoideae.
Proteinaceous serine proteinase inhibitors usually
behave as pseudo-substrates, and the amino acid at the
P1 position determines the inhibitory specificity (Bode
and Huber, 1993; Macbride et al., 1996). They can act on
platelet aggregation, blood coagulation, fibrinolysis and
inflammation. Due to the ability to block enzymes, plant
Kunitz-type inhibitors are useful tools in studying prote-
olytic processes.
Human plasma kallikrein (huPK) is a serine proteinase
that participates in various biological processes. The
action of huPK on high-molecular-mass kininogen leads
to bradykinin release, a mediator in inflammatory
responses. huPK also plays an important role in the con-
tact-phase activation of blood coagulation and it is
known to cause neutrophil aggregation (Schapira et al.,
1982) and elastase release (Wachtfogel et al., 1983).
Since inappropriate kallikrein activity is thought to medi-
ate certain diseases, a specific inhibitor of this serine pro-
teinase may be a valuable diagnostic or therapeutic tool.
In the present work we describe the purification and
characterization of a huPK inhibitor isolated from Cae-
salpinia echinata seeds, named C. echinata kallikrein
inhibitor (CeKI) and its effects on blood coagulation and
kinin release.
A crude inhibitor preparation was obtained by saline
extraction of ground seeds and acetone precipitation.
Purification to homogeneity was achieved by ion
exchange chromatography on a Resource Q column
(FPLC system) and reversed-phase chromatography on
a C18 column (HPLC) (Figure 1A).
1084 I. Cruz-Silva et al.
Figure 1 Purification and characterization of CeKI.
(A) Reversed-phase chromatography on a C18 column (Shim
Pack CLC-ODS column for HPLC, Shimadzu, Kyoto, Japan)
equilibrated with 0.1% trifluoroacetic acid and developed with
an acetonitrile gradient (0–100%) at a flow rate of 1.0 ml/min.
The inset shows a gel image after SDS-PAGE of the inhibitor
under reducing and non-reducing conditions (Laemmli, 1970).
Lane 1, molecular mass markers (Invitrogen, Carlsbad, USA):
myosin (200 kDa), phosphorylase B (97 kDa), bovine serum albu-
min (66 kDa), ovalbumin (43 kDa), carbonic anhydrase (29 kDa)
and SBTI (20 kDa); lane 2, CeKI; and lane 3, reduced CeKI. (B)
Inhibition of huPK by CeKI. huPK (20 nM), purified by a previ-
ously described procedure (Gozzo et al., 2002; Nunes et al.,
2003), was pre-incubated in 50 mM Tris buffer, pH 8.0, 0.15 M
NaCl for 10 min at 378C, with increasing amounts of CeKI. The
residual activity of the enzyme was assayed with 0.5 mM H-D-
Pro-Phe-Arg-pNan (Chromogenix, Milan, Italy) as substrate.
Figure 2 CeKI affects APTT.
APTT was measured by a standard procedure (Knights and
Ingram, 1967). All incubations were performed in the presence
of CeKI (1.2–4.8 mM) to study its inhibitory activity on clotting
time. Saline was used in the control experiment.
Table 1 Dissociation constants (Ki) for CeKI.
Enzyme Ki (nM)
Plasmin 0.18
Factor XIIa 0.18
huPK 3.1
Trypsin 22
Factor Xa 490
Chymotrypsin -
Thrombin -
Elastase -
The inhibitory activity on human plasma kallikrein, human
plasmin (Chromogenix), factor Xa and factor XIIa (Enzyme
Research Laboratories, South Bend, USA), porcine pancre-
atic elastase (Kabi Vitrum, Stockholm, Sweden), bovine tryp-
sin, thrombin and chymotrypsin (Sigma Chemical Co, St.
Louis, USA) was determined by measuring the remaining
hydrolytic activity towards specific synthetic substrates in
appropriate buffers after pre-incubation for 10 min with CeKI.
The dissociation constants of the enzyme-inhibitor complex-
es were evaluated using Morrison’s equation (Knight, 1986).
‘-’: no detectable inhibition.
Electrophoretic analysis showed a single polypeptide
chain under both native and reducing conditions. The
apparent molecular mass of 20 kDa (insert in Figure 1A)
is in agreement with the values found for other Kunitz-
type inhibitors (Richardson, 1991; Macedo and Xavier-
Filho, 1992).
CeKI inhibition fits to a slow-tight binding mechanism
with 1:1 stoichiometry, as shown for plasma kallikrein in
Figure 1B. The inhibition curves for the other enzymes
studied followed the same pattern, and the dissociation
constants were calculated for each enzyme (Table 1).
Plasmin and factor XIIa inhibition (Kis1.8=10y10 M)
were stronger than that observed for plasma kallikrein
(Kis3.1=10y9 M). CeKI also affected the activity of factor
Xa and trypsin, but it did not inhibit thrombin, elastase or
chymotrypsin.
CeKI was able to inhibit huPK-induced kinin release
from high-molecular-mass kininogen, as detected by a
radioimmunoassay (Shimamoto et al., 1982; with modi-
fications proposed by Gozzo et al., 2002).
CeKI was not able to affect prothrombin time (PT).
However, incubation with fresh human plasma caused
significant prolongation of partial activated thromboplas-
tin time (APTT; Figure 2). CeKI interferes with contact-
phase activation, probably due to the inhibition of plasma
kallikrein and factor XIIa. Kunitz-type inhibitors are nor-
mally poor inhibitors of factor XIIa. On the other hand,
Enterolobium contortisiliquum and Leucaena leucoce-
phala trypsin inhibitors (Batista et al., 1996; Oliva et al.,
2000) are good inhibitors of factor XIIa, probably due to
structural flexibility, which may render potential targets
more accessible to the enzyme; the same explanation for
factor XIIa inhibition by CeKI might be valid. Clotting inhi-
bition by CeKI was confirmed by the action of CeKI on
plasma kallikrein and factor XIIa activities determined in
vitro using synthetic substrates.
The homogenous form of the inhibitor was used for
primary and secondary structure determination. The par-
tial N-terminal sequence (30 amino acid residues) of CeKI
indicates a high degree of homology with other Kunitz-
A Kunitz-type proteinase inhibitor from C. echinata seeds 1085
Figure 3 Amino acid sequence of CeKI compared with other
sequences of related Kunitz-type inhibitors.
The N-terminal amino acid sequence was established by auto-
mated Edman degradation (PPSQ-23 Protein Sequencer, Shi-
madzu). The sequence alignment was obtained by a BLAST
search. LlTI, Leucaena leucocephala trypsin inhibitor; EcTI,
Enterolobium contortisiliquum trypsin inhibitor; SwTI, Swartzia
pickellii trypsin inhibitor; BvTI, Bauhinia variegata trypsin inhibi-
tor; SBTI, soybean trypsin inhibitor.
Figure 4 Effect of temperature on CeKI circular dichroism
spectra.
Circular dichroism spectra were recorded in a Jasco spectro-
polarimeter (J-810 Circular Dichroism System, Easton, USA)
equipped with a stopped flow chamber and thermostated cell
holder. Measurements were carried out at a CeKI concentration
of 0.5 mg/ml in 0.05-cm-pathlength cells. Far-ultraviolet meas-
urements (260–185 nm) were performed at 20–558C by scan-
ning at a rate of 50 nm/min. The ellipticity u observed was then
normalized to units of degrees cm2/dmol.
Table 2 Effect of temperature on the secondary structure of CeKI.
Temperature CeKI secondary structure (%)
(8C)
a-Helix Antiparallel Parallel b-Turn Random coil Total
20 8.2 27.1 3.4 26.0 38.1 102.8
30 8.2 26.5 3.4 25.8 38.6 102.5
40 8.2 24.6 3.3 26.1 39.5 101.8
45 8.3 22.3 3.3 26.4 40.7 101.1
55 8.5 21.5 3.3 26.1 41.0 100.4
CeKI spectra were analyzed for the percentage of secondary structural elements as described
previously (Bohm et al., 1992; CDNN software).
type inhibitors (Figure 3; Batista et al., 1996; Di Ciero et
al., 1998; Oliva et al., 2000; do Socorro et al., 2002). The
Kunitz-type inhibitor found in C. echinata supports the
notion that there is a relationship between the types of
inhibitors found in leguminous seeds and the evolution
of the leguminous plants, since only Kunitz-type inhibi-
tors are present in the relatively primitive plants of Cae-
salpinoideae. This conclusion was reached by Norioka et
al. (1988) who investigated the presence of both Kunitz
and Bowman-Birk inhibitors in seeds of 34 legumes by
gel filtration. The results were compared to the morpho-
logical classification of Leguminosae: the seeds of the
more primitive Leguminosae (Caesalpinoideae and
Mimosoideae) contain mainly Kunitz-type inhibitors,
whereas those of a more advanced family (Papilinoideae)
contain only Bowman-Birk-type inhibitors.
The secondary structure of CeKI in solution was esti-
mated from far-ultraviolet circular dichroism (CD) spectra
determined at different temperatures (Figure 4 and Table
2). An inspection of the CD spectra of CeKI shows a
strong negative band at 200 nm, which is generally found
in highly unfolded proteins (Woody, 1996). The structural
composition of the protein was estimated by the method
of Bohm et al. (1992) using a reference data set of 37
proteins that included the CD spectra of five unfolded
proteins. The results obtained at 208C indicated that the
protein has a low content of the secondary a-helix struc-
tural elements, and a high content of b-sheets (antipa-
rallel plus parallel) and an unordered structure. The
crystal structure of soybean trypsin inhibitor (SBTI), with
high degree of sequence homology to CeKI (Figure 3),
was reported by Sweet et al. (1974) and subsequently
refined by Song and Suh (1998). The predominant con-
formation class found in SBTI has been demonstrated to
be b-sheet structures. Thus, the relatively high content
of antiparallel b-sheets in CeKI as estimated by CD spec-
troscopy (Table 2) correlates very well with the secondary
structures observed in the crystal structure of SBTI.
Figure 4 and Table 2 show the spectral changes that
occurred in the temperature range from 20 to 558C. An
increase in temperature promoted slight changes in the
CD spectrum of CeKI. This relatively small effect may be
due to the fact that even the highest temperature used
in these experiments (558C) is well below the midpoint of
structural transition, which has been reported to be
between 60 and 658C in the case of SBTI (Roychaudhuri
et al., 2003). Deconvolution of the spectra obtained at
different temperatures by the method of Bohm et al.
(1992) renders changes in the fractions of different sec-
ondary structural elements. Despite this, and although
there are small changes in the shape of the spectrum,
increasing the temperature produces a gradual and sig-
nificant increase in the fraction of unordered structure, as
well as a concomitant decrease in the fraction of b-sheet
structure.
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Abstract 
Inhibitors of the proteolytic enzymes human plasma kallikrein (CeKI), human leukocyte 
elastase (CeEI) and cathepsin B (CeCBI) from Caesalpinia echinata seeds were purified by 
acetone fractionation, ion-exchange and reverse-phase chromatographies, and gel filtration. 
CeKI, CeEI and CeCBI are 20-kDa proteins as verified by SDS-PAGE. Tight-binding 
inhibition was observed in amidolytic assays with purified enzymes, using inhibitors 
purified from seeds harvested at two different Brazilian sites (Ki = 2.1 nM for huPK by 
CeKI from seeds collected in Piracicaba, Ki = 3.3 nM for huPK by CeKI from seeds 
collected in São Paulo, Ki = 1.9 nM for elastase by CeEI and Ki = 28 pM for cathepsin B by 
CeCBI). The interaction of huPK and CeKI was sensitive in a restricted range of pH (6.0 to 
8.5). Amino-terminal sequencing of CeKI and CeEI indicated these proteins to be Kunitz-
type inhib itors. CeKI was able to inhibit a tissue kallikrein activity found in the venom of 
Thalassophryne nattereri, a fish responsible for important accidents. In summary, C. 
echinata seed extract contains inhibitors with activity toward a broad range of proteases 
important for hemostasis, blood coagulation, platelet aggregation, fibrinolysis, 
inflammation, edema formation, tumor invasion and metastasis. These inhib itors could be a 
useful tool to study the role of the enzymes in physiological and pathological processes. 
 
Keywords: Caesalpinia echinata (brazilwood); Leguminosae; cathepsin B; leukocyte 
elastase; human plasma kallikrein; Kunitz-type inhibitors. 
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1. Introduction 
Protease inhib itors are present in all living organisms, and for years a large number of them 
has been purified and characterized (Weder, 1985; Cruz-Silva et al., 2004).  
A large amount of inhibitors has been isolated from different parts of plants, including 
trunks, leaves and seeds. Seeds are being thought to exert defensive functions against 
pathogens, acting as endogenous insecticides and reducing the growth and development of 
herbivorous insects (Richardson, 1977; Ceciliani et al., 1997; Geoffroyet al., 1990; Lorito et 
al., 1993; Tamir et al., 1996). Moreover, they can participate in protein storage by 
regulating the level of protease activity during seed development (Ryan, 1988).  
Plant inhibitors can also interfere in human physiological processes such as blood 
coagulation and inflammation (Cruz-Silva et al., 2004), platelet aggregation (Suneetha and 
Khrishnakantha, 2005) and fibrinolysis (Nakagaki et al., 1996), inhibiting different 
proteases with 1:1 stoichiometry (Richardson, 1991). Different c lasses of proteases are 
known to be affected by plant proteins and serine (Cruz-Silva et al., 2004) and cysteine 
protease inhibitors (Lawrence and Nielsen, 2001) from the Leguminosae family have been 
extensively studied. 
Serine protease inhibitors are grouped in families, depending on the number of reactive 
sites (Richardson, 1977), molecular mass, amino acid sequence and cysteine residue 
content. Among them, the most studied are Kunitz and Bowman–Birk type inhibitors 
(Weder, 1985).  
Kunitz-type inhibitors are 20-22 kDa proteins with low cysteine content, a single reactive 
site localized close to the N-terminal region and, in general, one polypeptide chain with 
170–181 amino acid residues. Bowman-Birk type inhibitors are 8-10 kDa proteins with 
high cysteine content and two reactive sites (Birk, 1985; Belitz and Weder, 1990; 
Richardson, 1991). 
Most cysteine protease inhibitors obtained from plants have been identified as cystatins so 
far, includ ing inhibitors from rice, corn, soybean and tomato. Cystatins from plants form a 
fourth member of the cystatin superfamily, the phytocystatin family. The amino acid 
sequence of plant cystatins is  very similar to that of animal cystatins, but the molecules 
contain no disulfide bonds (Yoza et al., 2002).  
Available information clearly indicates a relationship between the families of inhibitors 
found in leguminous seeds and plant evolution. In tropical trees, for example, Kunitz 
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inhibitors are found mainly in seeds of Caesalpinoideae and Mimosoideae subfamilies, 
whereas Bowman-Birk inhibitors are more frequent in the highly evolved Papilionoideae 
subfamily (Macedo et al., 2000; Norioka et al., 1988). 
Caesalpinia echinata Lam. (brazilwood) is  one of the most important plant species in the 
history of Brazil and was included in the list of the Brazilian flora species at risk of 
extinction (Cardoso et al., 1998) due to the economic exploitation of its  heartwood, used to 
produce a dyestuff. It is  still utilized for the manufacture of high-quality bows of stringed 
instruments, but today the wood is provided by reforestation (Lewis, 1998; Cardoso et al., 
1998). The red color of the trunk, looking like burning wood (“brasa” in Portuguese) is  the 
origin of the name Brazil. It belongs to the Leguminosae family, Caesalpinoideae 
subfamily and little is known about the properties of the proteins present in its  seeds. 
In this study, we report the purification and biochemical characterization of human plasma 
kallikrein, elastase and cathepsin B inhibitors from seeds of Caesalpinia echinata. We also 
compare the amino-terminal sequence of human plasma kallikrein inhibitors from seeds 
harvested in two different Brazilian sites. 
 
Results and Discussion 
CeKI was purified from seeds harvested in São Paulo (São Paulo seeds) and Piracicaba 
(Piracicaba seeds) by ion exchange and reverse-phase chromatographies (Figs. 1A-B and 
2A-C). Electrophoresis analysis of both inhibitors showed a single-chain protein under 
native or reducing conditions. The apparent molecular mass of 20 kDa (Fig. 2E) is in 
agreement with the values found for other Kunitz-type inhibitors. CeKI inhibitory activities 
from both sources were the same on human plasma kallikrein and fit a slow-tight binding 
mechanism with 1:1 stoichiometry, as shown in Fig. 2B-D. The dissociation constants were 
calculated (Ki = 3.3 nM from São Paulo seeds and Ki = 2.1 nM from Piracicaba seeds). 
Also, pH did not change significantly the dissociation constant in the reaction of huPK and 
CeKI, as can be seen in Fig. 3. The best pH was 8.0, but Ki values were of the same nM 
order in the considered pH range. 
CeKI was able to inhib it a kallikrein-like activity found in Thalassophryne nattereri fish 
venom that releases kinin from low molecular mass kininogen, as detected by 
radioimmunoassay (Table 1). 
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The N-terminal sequence of CeKI from São Paulo and Piracicaba seeds showed a high 
degree of similarity with other Kunitz-type inhibitors (Fig. 7), and the sequence of peptides 
resulting from CeKI c leavage by the endoproteinase Arg-C showed high s imilarity between 
different regions of the molecule to trypsin inhibitors extracted from other plants (Fig. 4). 
CeEI and CeCBI homogeneity was achieved by different steps of purification including ion 
exchange chromatography (Fig. 1A-B), gel filtration (Figs. 5A and 6A) and reverse-phase 
chromatography (Fig. 5B).  
Electrophoresis analysis of CeEI showed a single-chain protein under both native and 
reducing conditions. The apparent molecular mass of 20-kDa (Fig. 5C) is in agreement with 
the values found for other Kunitz-type inhib itors, confirmed by CeEI amino-terminal 
sequence (Fig. 7). CeEI inhibitory activity on human leukocyte elastase also fits a slow-
tight binding mechanism with 1:1 stoichiometry (F ig. 5D) with a dissociation constant of 
1.9 nM.  
CeCBI apparent molecular mass determined by SDS-PAGE was 20-kDa (Fig. 6B), 
indicating this inhib itor as a member of the phytocystatin family. The dissociation constant 
for human liver cathepsin B inhibition was 28 pM (Fig. 6C). 
 
Conclusions 
The crude extract of C. echinata seeds showed inhibitory activity on trypsin, chymotrypsin, 
(Oliveira et al., 2002), p lasma kallikrein, plasmin, factor XIIa, factor Xa, (Cruz-Silva et al., 
2004), cathepsin B and leukocyte and pancreatic elastases. No inhibition of thrombin, or 
tissue kallikrein was detected. The inhibitory activity on plasmin, factor XIIa, factor Xa and 
huPK was attributed to CeKI (Cruz-Silva et al., 2004). Cathepsin B and leukocyte elastase 
inhibiting activities are due to CeCBI and CeEI, respectively.  
The inhibiting activity on plasma kallikrein and leukocyte elastase was detected both in 
fresh and dehydrated seeds, however fresh seeds showed a stronger inhibiting action per mg 
of protein (data not shown). Mature seeds of C. echinata are tolerant to desiccation, keeping 
their viability up to 0.08 gH2O.gDW-1 (7-8% wet basis) after drying at 40-50ºC. However, 
when these seeds are stored in laboratory at room temperature, they loose their viability in 
one month, and at low temperatures germination is maintained for 18 months of storage 
(Barbedo et al., 2002). Thus, different inhibitory activities of fresh and dehydrated seeds 
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found in the present study could be associated with variations in seed viability during 
storage before preparation of the extracts.  
CeKI was previously described (Cruz-Silva et al., 2004), and now the inhibitor’s 
biochemical properties were compared to seeds from two Brazilian s ites, São Paulo and 
Piracicaba. Ion exchange chromatography profiles of the starting material from both 
sources were not exactly the same; however the kallikrein and elastase inhibiting activities 
were observed in similar positions on the chromatogram pattern. CeKI presented a single 
band of apparently 20-kDa by SDS-PAGE in the presence of a reducing agent. The 
kallikrein activity on synthetic substrate and low molecular mass kininogen cleavage was 
blocked. In fact, the serine protease inhibitor CeKI was efficient in preventing kininogen 
hydrolysis by T. nattereri fish venom (Lopes-Ferreira et al., 2004). In a recent study the 
same authors attributed this activity to a new class of proteins named natterins, which are 
able to induce edema, nociception and cleave human kininogen, releasing Lys-bradykinin 
(Magalhães et al., 2005). CeKI did not inhibit human tissue kallikrein in vitro (data not 
shown), but blocked natterins, enzymes purified from T. nattereri fish venom with 
kininogenase activity, too. 
From the N-terminal sequence, it was concluded that CeKI is  a member of the Kunitz-type 
family. Alignment of CeKI peptides produced by incubation of the inhib itor with 
endoproteinase Arg-C showed partial identity with other serine protease inhibitors. This 
approach has been used in the screening of different proteins before any enzymatic assay is 
performed. Moreover, it is already known that there is a relationship between the inhibitor 
family and the plant position in the evolutional scale. The Caesalpinoideae subfamily 
presents frequently Kunitz-type inhibitors (Norioka et al., 1988). 
The amino acid sequence and molecular mass of CeKI from the two Brazilian locations 
were very s imilar indicating that CeKI from São Paulo or Piracicaba seeds are somewhat 
isoinhibitors. Although these two populations had the same origin, they have been 
separated for a short time, and the p lants grew in two different environments, with different 
weather and soil composition. Thus it is  probable that some phenotypic differences between 
São Paulo and Piracicaba seeds were developed (Vavrek et al., 1991). Furthermore, the 
physiological quality of the seeds depends on the time of harvesting. One of the major 
factors influencing strength and viability is  the physiological maturity of the seeds at 
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harvest. This process is  markedly affected by environmental factors, mainly temperature 
and water availability.  
CeEI was also purified by successive chromatographies and gel filtration, and showed a 
single band with a molecular mass of 20-kDa by SDS-PAGE, in both reducing and non-
reducing conditions, suggesting that this inhibitor, as well as CeKI, does not form dimers, 
which is  a common characteristic of Kunitz-type inhib itors (Silva et al., 2001). CeEI was 
able to prevent elastase activity on the hydrolysis of synthetic substrates with high affinity. 
Sequencing of the CeEI amino-terminal also ind icated this inhib itor as a member of Kunitz-
type family. 
CeCBI was a very efficient inhibitor for cathepsin B (Ki = 28 pM). Electrophoresis analysis 
in non-reducing conditions showed this inhibitor as a 20-kDa protein. This typical 
molecular mass and the inhibitory properties indicate CeCBI as a member of the 
phytocystatin family that comprises cysteine protease inhibitors closely related to animal 
cystatins. 
The inactivation of proteases such as the human leukocyte elastase, which are able to 
degrade connective tissue in different pathological states, is  an important subject of this 
laboratory. Also, these newly found inhibitors should be a useful tool in biochemical and 
pathophysiological studies on leukocyte and lysosomal proteases, as well as enzymes that 
participate in the kallikrein-kinin system. 
 
Experimental 
General Experimental Procedures: 
Seeds of Caesalpinia echinata Lam. were collected from fruits  harvested directly from the 
trees during November 1999 at the Campus of the “Universidade de São Paulo”, located in 
Piracicaba, SP and during November 2004 at the Campus of the “Instituto de Botânica”, 
located in São Paulo, SP, Brazil. 
Human leukocyte elastase (EC 3.4.21.37), human liver cathepsin B (EC 3.4.22.1), human 
plasma kallikrein (EC 3.4.21.34) and SDS-PAGE molecular weight markers were 
purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA). Bradykinin and Tyr-bradykinin were 
purchased from Peptide Institute (Osaka, Japan). Anti-bradykinin antibody was kindly 
provided by Prof. Kazuaki Shimamoto of the II Department of Internal Medicine, Sapporo 
Medical University, Sapporo, Japan. Chromogenic substrates S2484 (pyroGlu-Pro-Val-p-
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nitroanilide) and S2302 (H-D-Pro-Phe-Arg-p-nitroanilide) were purchased from 
Chromogenix (Mölndal, Sweden). Fluorogenic peptides Z-Phe-Arg-AMC, H-D-Pro-Phe-
Arg-AMC, were obtained from Calbiochem (San Diego, CA, USA). All other chemicals 
were of research grade too. 
Inhibitor purification: C. echinata ground seeds were triturated and homogenized in 150 
mM NaCl (1:40, w/v), centrifuged at 5,000 rpm for 20 min at 4°C, heated at 60°C for 30 
min and filtered. Cold acetone (final concentration 80%) was slowly added, under shaking 
at 4°C. After centrifugation, the pellet was air-dried, dissolved in 10 mM Tris buffer pH 
8.0, and applied onto a Resource Q column-6 ml (GE HealthCare - FPLC system), 
equilibrated with 20 mM ammonium acetate buffer pH 8.5, containing 30 mM NaCl. 
Elution of proteins was done in NaCl gradient (30 mM – 0.5 M, in 30 min) in the same 
buffer system and followed spectrophotometrically at 280 nm. Fractions from the column 
with inhib itory activity on cathepsin B (CeCBI) were applied onto a Superdex 75 column 
(GE HealthCare – ÄKTAprime plus), equilibrated with 50 mM ammonium acetate buffer, 
pH 8.7. Gel filtration was developed in the same buffer system. Fractions with inhibitory 
activity on elastase (CeEI) were pooled and applied onto a Superdex 200 column (GE 
HealthCare – ÄKTAprime plus) and the gel filtration was performed in 100 mM phosphate 
buffer, pH 7.0, containing 150 mM NaC l. Gel filtration was developed at a constant flow of 
0.5 ml/min and elution of proteins was followed at 280 nm. Fractions from Resource Q 
column with inhib itory activity on huPK were not submitted to any gel filtration. 
The samples with inhib itory activity on plasma kallikrein and elastase were individually 
submitted to a reverse-phase chromatography onto a C-18 Gemini column 250 X 4.60 mm 
(Phenomenex, Torrance, CA), equilibrated with 0.1% TFA in a Shimadzu HPLC system 
(Tokyo, Japan). Elution was developed with acetonitrile gradient (0 to 95%) in 60 min and 
followed at 215 nm.  
The inhibitory activity of proteins was measured on the hydrolysis of specific substrates for 
huPK, elastase and cathepsin B. 
Assays of cathepsin B: Cathepsin B (0.25 nM) activity was evaluated on the hydrolysis of 
Z-Phe-Arg-AMC (40 µM) in a FluoroCount plate reader (Packard) at 37oC in a final 
volume of 250 µl. Assays were performed in 100 mM phosphate buffer pH 6.2, containing 
150 mM NaCl, 1 mM EDTA and 1% Tween-20. The enzyme was preactivated by 5 nM 
DTE for 5 min at 37oC before substrate addition. The fluorescence changes were monitored 
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continuously at λexc=320 nm and λem=420 nm. The enzyme concentration for initial rate 
determination was chosen at a level to allow less than 5% substrate hydrolysis. The slope 
was converted into moles of hydrolyzed substrate per minute based on a calibration curve 
obtained from the complete hydrolysis of the peptide.  
Assays of elastase and huPK inhibition: Human leukocyte elastase (1 nM) and human 
plasma kallikrein (3.6 nM) activities were determined using pyroGlu-Pro-Val-pNan (0.2 
mM) and H-D-Pro-Phe-Arg-pNan (0.5 mM) as substrates, respectively. All assays were 
performed in 20 mM Tris buffer, pH 8.0. The inhibitory activity was determined in absence 
or presence of the inhib itor. In the case of p-nitroanilide substrates, hydrolyses were 
followed at 405 nm in a SpectraCountTM plate reader (Packard), using the 8990 molar 
extinction coefficient. The enzyme concentrations for initial rate determinations were also 
chosen at a level to allow less than 5% substrate hydrolysis. 
Equilibrium dissociation constants (Ki) were determined by measuring res idual enzymatic 
activities. Ki values were calculated by adjusting the experimental points to the equation for 
slow-tight binding mechanism (Morrison, 1982), using non-linear fitting by the Grafit 
program. 
Effect of pH on CeKI activity: The influence of pH on the interaction between CeKI and 
huPK was determined by the above described procedure. Briefly, huPK (2 nM) was 
preincubated with CeKI (1.3 - 8.6 nM) in 50 mM borate/acetate/phosphate buffer within a 
pH range of 6.0 to 8.5. After 10 min, H-D-Pro-Phe-Arg-AMC (0.8 mM) was added, 
changes in fluorescence were measured and Ki values were calculated. 
SDS–PAGE: The inhib itors (10 µg) were analyzed by sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis in reducing conditions (3% β-mercaptoethanol), using 
15% or 10% acrylamide gels by the method of Laemmli (1970). Electrophoresis was 
performed in Tris–glycine buffer pH 8.5, at 30 mA during 60 min, in a BIO-RAD Mini-
PROTEAN II equipment. Proteins were stained with 0.1% s ilver nitrate. Molecular mass of 
proteins was calculated according to one of each of the two classes of molecular mass 
standard markers: I) phosphorylase B (97 kDa), bovine serum albumin (66 kDa), 
ovalbumin (44 kDa), carbonic anhydrase (29 kDa), myoglobin (17 kDa) and lysozyme (14 
kDa) and II) myosin (200 kDa), phosphorylase B (97 kDa), bovine serum albumin (66 
kDa), ovalbumin (43 kDa), carbonic anhydrase (29 kDa) and SBTI (20 kDa).  
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Sequence determination 
a) N-terminal amino acid sequencing: The N-terminal amino acid sequences of CeEI and 
CeKI from both sources were determined by Edman degradation (Edman and Begg, 1967) 
using a PPSQ-23 Model Protein Sequencer (Shimadzu, Tokyo, Japan). 
b) Reduction and alkylation of CeKI from Piracicaba seeds: S-4-Pyridylethylation was 
performed as described by Friedman et al. (1970). CeKI (8 nmol) was dissolved in 100 µl 
0.5 M Tris buffer, pH 8.5, containing 6 M guanidine, 2 mM EDTA, 5% β-mercaptoethanol 
and incubated overnight, at 37°C. After the incubation, 5 µl 4-vinylpyridine were added and 
the reaction continued for another 90 min, at 37°C. The reaction was blocked by formic 
acid, and the modified protein was desalted in a pD-10 column (GE HealthCare). 
c) CeKI cleavage by endoproteinase Arg-C and peptide separation: S-Pyridinethylated 
CeKI (2 nmol) was incubated with 0.5 µg endoproteinase Arg-C (Calbiochem, San Diego, 
CA, USA) in 27 µl 0.1 M Tris buffer pH 7.6, containing 10 mM CaCl2 and 20 mM DTT, 
2.0 mM EDTA, for 16 h at 37°C using an enzyme:CeKI ratio of 1:200. The reaction was 
blocked by formic acid, until pH 2.0. The material was applied onto a C-18 Gemini column 
equilibrated with 0.1% TFA. Elution of peptides was developed with acetonitrile grad ient 
(0 to 95%) in 60 min and followed at 215 nm. 
d) Sequence analysis: Peptides obtained from Arg-C cleavage were sequenced by Edman 
degradation (1956), according to the procedure described in item a.  
e) Sequence alignment: The N-terminal sequence of CeKI (from Piracicaba and São Paulo 
seeds) and CeEI were manually aligned and compared to the results  provided by alignment 
programs (protein-protein BLAST, http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Sequences of CeKI 
peptides were also compared to those available for different protease inhib itors (Ashida et 
al.., 2000, 2002) in order to determine the inhibitor family and to identify the position of the 
peptide sequences in the protein. 
Radioimmunoassay: For radioimmunoassay, 3 µg purified venom of Thalassophryne 
nattereri (Lopes-Ferreira et al., 2004) were incubated with human low (LK) or high (HK) 
molecular mass kininogen (200 nM) in 50 mM Tris buffer, pH 7.4, 100 mM NaCl and in 
the absence or presence of CeKI, in a final volume of 100 µl for 10 min at 37°C. Kinins 
were extracted with ethanol (four times the reaction final volume) for 10 min at 70°C. 
Solutions were freeze-dried and dissolved in 200 µl egg albumin buffer (0.1% egg albumin 
in 0.01 M phosphate buffer, pH 7.0, containing 0.14 M NaCl, 0.1% NaN3, 30 mM EDTA, 3 
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mM ortho-phenanthroline). Aliquots (50 µl) were incubated with 100 µl anti-bradykinin 
antibody (1:20,000) as described by Gozzo et al. (2002) and 100 µl [125I]-labeled Tyr-
bradykinin for 20 h at 4°C. Then, 400 µl 0.1% bovine γ-globulin in 0.01 M phosphate 
buffer, pH 7.0, containing 0.14 M NaCl, 0.1% NaN3 and 800 µl 25% polyethyleneglycol 
6000 solution were added to the samples, which were incubated for 10 min at 4°C. Finally, 
samples were centrifuged at 2000 × g for 20 min at 4°C, supernatants were removed and 
pellets submitted to radiation counting (Cobra II Auto-Gama, Packard BioScience, CT, 
USA). 
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Fig. 1. Ion exchange chromatography of protease inhibitors from São Paulo and 
Piracicaba seeds 
After saline extraction and acetone fractionation, separation of the inhibitors was performed 
on a Resource Q column in 20 mM ammonium acetate buffer pH 8.5, containing 30 mM 
NaCl.with an increasing linear NaCl gradient (30 mM – 0.5 M, in 30 min). The eluate was 
monitored at 280 nm. 
A) São Paulo seeds: Elastase inhib iting activity (CeEI) was found in fractions 14 to 17, 
kallikrein inhibiting activity (CeKI), in fractions 18 to 22 and cathepsin B inhibiting 
activity (CeCBI), in fractions 13 to 25.  
B) Piracicaba seeds: Elastase inhib iting activity (CeEI) was found in fractions 16 to 21, 
cathepsin B inhib iting activity (CeCBI), in fractions 16 to 30 and kallikrein inhibiting 
activity (CeKI), in fractions 22 to 25. 
Fig. 2. Purification and characterization of huPK inhibitor (CeKI) 
Samples with inhib itory activity on plasma kallikrein were purified on a C-18 Gemini 
column. The characterization of the inhibitors was performed by SDS-PAGE using 0.1% 
silver nitrate to stain the proteins. Inhibitory constants were determined by measuring the 
activities of the huPK on the hydrolysis of H-D-Pro-Phe-Arg-pNan in absence or presence 
of the inhibitor.  
A) Reversed-phase chromatography of CeKI from São Paulo seeds. B) huPK inhib ition by 
CeKI from São Paulo seeds. C) Reversed-phase chromatography of CeKI from Piracicaba 
seeds. D) huPK inhibition by CeKI from Piracicaba seeds. E) Gel image after SDS-PAGE 
of the inhibitors. Lane 1, molecular mass markers I, lane 2, native CeKI from São Paulo 
seeds; lane 3, native CeKI from Piracicaba seeds; lane 5, reduced CeKI from São Paulo 
seeds; lane 6, reduced CeKI from Piracicaba seeds. 
Fig. 3. Effect of pH on huPK inhibition by CeKI from Piracicaba seeds 
huPK (2 nM) was preincubated with CeKI (1.3 - 8.6 nM) in 50 mM 
borate/acetate/phosphate buffer in a pH range (6.0 - 8.5). After 10 min, H-D-Pro-Phe-Arg-
AMC (0.8 mM) was added and fluorescence changes were monitored at λexc=320 nm and 
λem=420 nm. 
Fig. 4. Amino acid sequence of CeKI peptides from Piracicaba seeds 
CeKI from Piracicaba seeds was reduced and alkylated with β-mercaptoethanol and 4- 
vinylpyrid ine, respectively. After desalted, the inhibitor was cleaved by endoproteinase 
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Arg-C and the resulting peptides were separated on a C-18 column. The amino acid 
sequences were obtained by Edman degradation and compared to other Kunitz-type 
inhibitors such as Mcp20 [Matricaria chamomilla] BAB82379 and Trypsin inhibitor p20 
[Glycine max] BAA82254 . 
Fig. 5. Purification of elastase inhibitor (CeEI) 
Samples with inhibitory activity on elastase were filtrated on Superdex-200 and purified on 
a C-18 Gemini column. The characterization of the inhibitors was performed by SDS-
PAGE using 0.1% s ilver nitrate to stain the proteins. Inhibitory constant was determined by 
measuring the activities of the elastase on the hydrolysis of pyroGlu-Pro-Val-pNan in 
absence or presence of the inhib itor.  
A) Gel filtration on Superdex-200. Elastase inhibiting activity was found in fractions 55 to 
62. B) Reversed-phase chromatography on a C18 column. C) Gel image after SDS-PAGE 
of the inhibitor under reducing and non-reducing conditions. Lane 1, reduced CeEI; lane 2, 
CeEI and lane 3, molecular mass markers I. D) Human neutrophil elastase inhibition by 
CeEI. 
Fig. 6. Purification of cathepsin B inhibitor (CeCBI) 
Samples with inhibitory activity on cathepsin B were filtrated on Superdex-75. The 
characterization of the inhib itors was performed by SDS-PAGE using 0.1% silver nitrate to 
stain the proteins. Inhibitory constant was determined by measuring the activities of the 
elastase on the hydrolysis of Z-Phe-Arg-AMC in absence or presence of the inhibitor.  
A) Gel filtration on Superdex-75. Cathepsin B inhibiting activity was found in fractions 14 
to 18. B) Gel image after SDS-PAGE of the inhibitor under non-reducing conditions. Lane 
1, CeCBI and lane 2, molecular mass markers II. C) Human liver cathepsin B inhib ition by 
CeCBI. 
Fig. 7. N-terminal amino acid sequences  
The N-terminal amino acid sequences of CeEI and CeKI from both sources were 
determined by automated Edman degradation. 
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Table I. Kinin-released by high and low molecular weight kininogen. Effect of CeKI. 
 
Sample                   Kinin (pg) 
HK                            200 
HK + Plasma kallikrein                        16,000 
HK + T. nattereri venom                            240 
LK                            530 
LK + Tissue kallikrein                        13,500 
LK + T. nattereri venom                          6,300 
LK + T. nattereri venom + CeKI                          3,200 
  
 
T. nattereri venom (3 µg) was incubated with human high (HK) or low (LK) molecular 
mass kininogen (200 nM) in 50 mM Tris buffer, pH 7.41, containing 0.1 M NaCl for 10 
min at 37° C, and the hydrolyses were compared with those ones obtained by specific 
enzymes. Purified CeKI (40 µl) was used to inhibit the hydrolysis and the released kinin 
was measured by radioimmunoassay. 
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